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Abbréviations

ARN : Acide Ribonucléique

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AGM : African Green Monkeys (singes verts africains)

APC : Cellules presentatrices d’antigenes (antigen-presenting cell)
ARV : AntiRétroViraux

CD : Cluster de différenciation

¢DC : Cellules dendritiques classiques (conventionnelles)

CCR : C-C chemokine receptor

c¢GAS : Cyclic GMP-AMP synthase

CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité

CMV : Cytomégalovirus

CpG : C — phosphate - G

CTLA-4 : Cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-4

CXCR : C-X-C chemokines receptor

DC : Cellules dendritiques

DC-SIGN : Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin
EC : Elite Controllers

GALT : Gut-associated lymphoid tissue (tissu lymphoide associé au tube digestif)
HLA : Human leukocyte antigen (antigeénes des leucocytes humains)
IFN-I : Interféron de type I

IL : Interleukine

ILT : Immunoglobulin-like transcript

ISG : Interferon-stimulated genes

LC : Langerhans cell (Cellule de Langerhans)

LED : Lupus érythémateux disséminé

LILR : Leukocyte immunoglobulin-like receptors
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LPS : Lipopolysaccharide

LTR : Long terminal repeat

MDSC : Myeloid-derived suppressor cells (cellules myéloides suppressives)
MoDC : Monocyte derived dendritic cells (cellules dendritiques dérivées de monocytes)
NTLP : Non progresseurs a long terme

PAMP : Pathogen-associated molecular pattern (Motif moléculaire associé aux pathogenes)
PD-1 : Programmed cell death 1

PD-L1: Programmed death-ligand 1

PNH : Primates non humains

pDC : Cellules dendritiques plasmacytoides

SEP : Sclérose en plaques

SIDA : Syndromed’immunodefiscience acquise

SIRP : Signal-regulatory protein alpha

SIV : Virus de I’immunodefiscience simienne

TCR : T-cell receptor (récepteur des cellules T)

Thl : T helper 1 cell

Th2 : T helper 2 cell

Th17 : T helper 17 cell

TLR : Toll-like receptor

TNF-a : Tumor necrosis factor alpha

TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing ligand

Treg : Cellule T régulatrice

Tscm : Stem Memory T cells (cellule T memoire souche)

VIH : Virus de I’immunodefiscience humain
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Avant-propos

En 2014, 36,9 millions de personnes €taient séropositives pour le virus de I'immunodéficience

humaine (VIH) avec la transmission hétérosexuelle représentant le mode de contamination
majoritaire (plus de 60% des infections). En 2014, 1,2 million de personnes sont décédées de
maladies liées au SIDA (UNAIDS, 2014). Cependant, bien que la lutte mondiale contre le
VIH/SIDA ait été efficace ces dernieres années, avec plus de 15 millions de personnes vivant
avec le VIH qui avaient acces aux thérapies antirétrovirales, I’épidémie continue de gagner du
terrain. En effet le nombre de personnes nouvellement infectées par le VIH était d’environ 2

millions en 2014.

En conséquence, de nouvelles approches prophylactiques et curatives qui permettront d’enrayer
durablement la progression de la pandémie forment un pan important de la recherche anti-VIH.
Dans ce contexte, 1’utilisation de modéles animaux constitue une étape préclinique cruciale.
Ces modéles sont également trés pertinents pour 1’é¢tude des différents stades de Ia
physiopathologie de I’infection par le VIH. En effet, des réponses immunitaires efficaces dés
les premiers temps de I’infection sont importantes dans le contrdle de la maladie puisqu’il a été
montré que les déficiences immunitaires initiées au cours de la primo-infection sont des
corrélats importants dans la progression de la maladie. Malgré les nombreuses connaissances
acquises au cours des derniéres années en immunologie virale, il n’existe toujours pas de

traitement préventif ou curatif efficace.

L’étude des interactions hote/virus, notamment en primo-infection, est donc indispensable pour
mieux identifier les mécanismes moléculaires et cellulaires qui jouent un role dans la protection
contre la pénétration et la dissémination du VIH. Afin de mieux comprendre les désordres des
réponses immunitaires innées, nous tirons profit du modéle macaque cynomolgus (Macaca
fascicularis) infecté par le virus de I’immunodéficience simienne (SIV). En effet, ce modéle
d’infection mime parfaitement la physiopathologie du VIH chez I’homme. De plus il est
inductible, ce qui permet d’étudier les réponses immunitaires des les premiers jours suivant
I’infection. Par ailleurs, ce modele permet de suivre les événements cellulaires et virologiques
dans les tissus d’intéréts immunitaires tout au long de la cinétique infectieuse. Ainsi, la
caractérisation des mécanismes moléculaires impliqués dans les dysfonctions des cellules de la
réponse immunitaire innée et adaptative pourra aboutir a D’identification de cibles

thérapeutiques, et ainsi améliorer les réponses immunitaires dirigées contre le VIH.
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Introduction

I- Physiopathologie de I’infection par le VIH et le SIV.

Les virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et leurs homologues simiens (SIV) sont des
rétrovirus de la famille des lentivirus, responsables du syndrome de I’immunodéficience
acquise (SIDA). Les SIV sont un important groupe de virus qui infectent naturellement de
nombreuses especes de primates non-humains (PNH). Les premiéres souches de SIV furent
isolées sur des macaques rhésus dans des centres de primatologie aux Etats-Unis présentant des
symptdmes d’immunodéficience similaires a ceux observés chez les patients VIH. Par la suite,
des résultats sérologiques et moléculaires ont mis en évidence des infections dans au moins une
vingtaine d’espéces (AIDS as a Zoonosis: Scientific and Public Health Implications). A I’heure
actuelle les infections a 1’état sauvage par le SIV ont uniquement été décrites chez les PNH
africains (Origins of HIV and the AIDS pandemic). Des études ont montré que les lentivirus
SIV infectent et se répliquent chez les singes mangabeys enfumés et les singes verts africains
mais n’induisent qu’exceptionnellement un syndrome d’immunodéficience dans ces hotes
naturels suggérant donc une évolution hote/virus protectrice (Natural SI'V hosts : showing AIDS
the door). En revanche, les infections par le SIV induites chez les macaques asiatiques se
caractérisent par le développement d’un SIDA comparable au tableau clinique qu’on retrouve

chez les patients infectés par le VIH.

Chez I’homme, les souches VIH-1 et VIH-2, qui représentent les agents étiologiques du
SIDA, sont considérées comme étant des zoonoses (Hahn et al. 2000). Les SIV les plus proches
du VIH-1 sont le SIVcpz et le SIVgor qui infectent respectivement les chimpanzés et les gorilles
d’Afrique équatoriale de 1I’Ouest. Les SIVsmm retrouvés chez les mangabeys enfumés
d’Afrique de I’Ouest sont les plus proches du VIH-2. De plus, les souches SIVsmm ont passé
la barriére d’espéce, passant des singes africains aux macaques asiatiques en captivité qui ont
développé un SIDA. Les virus isolés sur ces animaux ont permis de sélectionner les souches
pathogénes qui sont utilisées dans les modeles macaques (macaca fascicularis et macaca
mulatta), dits « pathogénes » et qui représentent les modeles d’étude préférentiels de la

physiopathologie VIH (Letvin et al. 1985).
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Introduction

A- Organisation génomique et cycle réplicatif du VIH/SIV
a- Le virus

Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) est un virus enveloppé a ARN simple brin
appartenant a la famille des Retroviridae et au genre Lentiviridae. Le virus de
l'immunodéficience humaine (VIH) regroupe actuellement deux types, le VIH-type 1 (VIH-1)
identifiée en 1983 (Barré-Sinoussi et al. 1983) et le VIH-type 2 (VIH-2) identifié en 1986
(Clavel et al. 1986). Le VIH-1 est la souche prédominante et endémique au niveau mondial
alors que la souche du VIH-2 est plus minoritaire et principalement restreinte a 1’ Afrique de
I’Ouest (Campbell-Yesufu and Gandhi 2011). Des études phylogénétiques ont montré des liens
étroits d’un point de vue structurel et pathologique entre les lentivirus chez les primates. En
effet, le VIH-1 est étroitement lié¢ au SIV (Virus de I’immunodéficience simienne) isolé chez
les Chimpanzés, noté SIVcpz alors que le VIH-2 semble avoir évolué a partir du SIV isolé chez
les singes Mangabey et Macaques, respectivement noté SIVsm et SIVmac (Sharp and Hahn
2011). La diversification des souches VIH-1 présente une subdivision en différents groupes.
Parmi ceux-ci, le groupe M (pour Majeur) est responsable de la majorité de I'épidémie mondiale
(Hemelaar 2012). Les VIH-type 1 et type 2 induisent tous deux une immunodéficience mais
avec quelques différences dans la pathogenéese. L'infection par le VIH-2 est en général
caractérisée par une plus faible virémie, des taux de transmission plus faibles, une progression
plus lente vers le stade SIDA et un nombre de cas de SIDA déclarés moindre par rapport aux

infections par le VIH-1 (Azevedo-Pereira and Santos-Costa 2016).

Le génome du VIH est composé de deux copies identiques de molécules ARN positif
monocaténaires et se caractérise par la présence de génes structurels gag, pol et env. Les
génomes du VIH-1 et du VIH-2 présentent aussi une combinaison complexe d'autres genes
régulateurs (Figure 1). La structure de la particule virale est similaire entre le VIH-1 et le VIH-
2 (Figure 2). Similaire aux autres rétrovirus, le géne gag code pour les protéines structurales de
la capside (p24) et de la matrice (p17). Le géne env code pour les glycoprotéines de I’enveloppe
virale, gp120 et gp41, qui reconnaissent des récepteurs spécifiques a la surface des cellules T
CD4 cibles. Le gene pol code pour les enzymes de la réplication virale, parmi lesquelles la
transcriptase inverse qui convertit 'ARN viral en ADN, l'intégrase qui incorpore I'ADN viral
dans I'ADN chromosomique héte (formant ainsi le provirus) et la protéase qui clive les

précurseurs des protéines Gag et Pol.
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Introduction

HIV-1/SIVcpz Nef
(iR Gag |} [ vif } [Envep120 : epdt LTR
[ 1 Vif | Vou
Pol ] |VP"|
............... Tat ssssssssansans
-------------- Rev-.-.-.u.-.."
HIV-2/SIVmac Nef
(o= o —wi] [Envepl20 | eptl |
Pol | lex"Vpr

Figure 1: Organisation génomique du (A) VIH-1 et du (B) VIH-2 (Pathogens and Immunity,
2016).

La particule virale du VIH, d’un diamétre de 100 mm, est entourée d'une membrane
lipoprotéique. Au niveau membranaire, on retrouve des complexes d’hétérotrimériques formés
par les glycoprotéines gpl120 et gp41 liées entre elles. Ancrée sous la membrane virale, la
protéine matricielle (p17) englobe la capside composée de polymeres de l'antigéne du noyau
(p24). La capside contient deux copies de 'ARN viral combiné avec une nucléoprotéine et les
enzymes de la transcriptase inverse, de l'intégrase et de la protéase (Gelderblom, Ozel, and Pauli

1989).

Envelope
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gp4l

Lipidic membrane

Matrix
p17

Capsid
p24

Reverse
transcriptase

ssRNA

Figure 2: Représentation de ’organisation structurelle de la particule virale du VIH-1
(AIDS, 2012).
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Le génome viral incorpore d’autres génes régulateurs qui jouent un réle clé¢ dans la modulation
de la réplication du virus. Parmi ceux-ci, le géne fat code pour une protéine (Tat) qui s'exprime
tot apres l'infection et favorise l'expression des geénes du VIH. La protéine Rev, codée par le
gene rev, assure I'export de 'ARNm viral du noyau vers le cytoplasme des cellules infectées
pour assurer la synthése des protéines virales. La protéine régulatrice Vpr est impliquée dans
l'arrét du cycle cellulaire. Vpr joue un role dans la rétro-transcription virale et 1’accés au noyau
de I’ADN rétro-transcrit dans les cellules quiescentes (telles que les macrophages ou les cellules
dendritiques), fonction qui est réalisée par Vpx pour le VIH-2. Vpu est une protéine nécessaire
a la libération des particules virales, tandis que la protéine Vif améliore le pouvoir infectieux
des néo-particules virales (Rose et al. 2004). La protéine Nef a plusieurs fonctions : la régulation
négative du récepteur membranaire CD4 de la cellule cible pour permettre le bourgeonnement
des nouveaux virions a la surface cellulaire ainsi que la régulation négative des CMH-I,
améliore le pouvoir infectieux et la réplication virale. Cet effet est médié par la présence de Nef
dans les virions du VIH et est dii, au moins en partie, a la capacité de Nef a induire le remodelage
de l'actine et a faciliter le mouvement des virions. Enfin, les séquences LTR du génome viral
(Long terminal repeat) en 5° et 3’ correspondent aux séquences d’initiation de la transcription

en 5’et au signal d’arrét en 3°.

b- Le cycle viral

Le cycle de réplication du VIH peut étre résumé en six étapes ; 1) liaison et entrée dans la cellule
de I’héte, 2) “décapsidation”, 3) transcription inverse, 4) intégration des provirus, 5) synthése

et assemblage des protéines virales et 6) bourgeonnement (Figure 3).
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Figure 3: Les différentes étapes du cycle du VIH-1 dans un lymphocyte T CD4 (Pasternak
AO et al, Retrovirology, 2013).

Le complexe hétérotrimérique formé par les protéines gp120 et gp41de l'enveloppe virale est
essentiel pour la reconnaissance du virus et l'entrée dans les cellules cibles. En effet, la sous-
unité gp41 est essentielle a la fusion des membranes virales aux membranes cellulaires pour
permettre ’entrée du virus (Weiss RA 1993). La gp120 du VIH se lie a une glycoprotéine, le
CD4, qui est exprimée a la surface cellulaire des lymphocytes T circulants, mais aussi sur
d’autres types cellulaires (les précurseurs de cellules T, sur les monocytes / macrophages, les

cellules dendritiques et les cellules microgliales du systéme nerveux central).

Lors de la liaison de la gp120 avec la protéine de surface CD4, le complexe hétérotrimérique
de I'enveloppe viral subit un changement conformationnel exposant un domaine spécifique de
la protéine gpl20 capable de se lier aux co-récepteurs cellulaires, CXCR4 et CCRS. Ce

mécanisme permet la fusion des membranes et I'entrée subséquente de la capside virale.
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La décapsidation permet la libération de I' ARN et des enzymes virales. La conversion de ' ARN
viral en ADN pro-viral s'effectue par 'action de la transcriptase inverse et de l'intégrase qui
integre I'ADN rétro-transcrit dans le génome de la cellule. Lors de l'activation cellulaire, la
transcription de I'ADN proviral en ARNm viral est suivie par sa migration dans le cytoplasme,
ou la traduction des transcrits gag, pol et env synthétisent les précurseurs des protéines
structurales. Le clivage de ces molécules précurseures s’effectue par la protéase du VIH-1. Cet
ensemble mécanistique aboutit a la génération de particules virales infectieuses. La formation
de nouvelles particules virales est un processus durant lequel les deux brins d'ARN viraux
s'associent avec les enzymes de réplication englobés par les protéines de structures qui se
rassemblent autour pour former la capside du virus. Cette particule immature migre vers la
surface de la cellule entrainant la formation de nouvelles particules virales infecticuses. Au
cours du processus de bourgeonnement, les membranes lipidiques du virus peuvent incorporer
diverses protéines de la cellule hote et s'enrichir de phospholipides et de cholestérol
membranaires. Contrairement aux lymphocytes T, ou le bourgeonnement se produit a la surface
de la cellule et les virions sont libérés dans l'espace extracellulaire, le processus de
bourgeonnement dans les monocytes et les macrophages entraine 'accumulation de virions dans

les vacuoles intracellulaires qui sont ensuite relachées (Freed 2015).

B- Les tropismes des virus de I’immunodéficience

Le tropisme cellulaire et tissulaire du VIH-1 est important car il s'est révélé prédictif de 1’effet
cytopathogene et de la progression de la maladie (Burger and Hoover 2008; Connor et al. 1997).
La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans ce tropisme constitue une piste
thérapeutique pour améliorer les traitements antiviraux. Le récepteur CD4 a ¢été le premier
récepteur identifié pour le VIH-1 (Dalgleish et al. 1984) puis pour le VIH-2 et le SIV (Sattentau
et al. 1988). Par la suite, les récepteurs aux chimiokines, principalement CCR5 et CXCR4, ont
été identifiés comme des corécepteurs essentiels pour l'entrée du virus (H. Deng et al. 1996;

Doranz et al. 1996).

a- Le récepteur CD4 au VIH

Le récepteur CD4 est une glycoprotéine monomere de 58 kDa qui est exprimée a la surface
cellulaire d'environ 60% des lymphocytes T circulants sur les précurseurs des cellules T dans
la moelle osseuse et le thymus, sur les monocytes/macrophages, les cellules dendritiques et les

cellules microgliales du systéme nerveux central.
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La molécule CD4 agit comme un corécepteur de la molécule du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe II (CMH-II). Il augmente 1’avidité du complexe ternaire entre le
CMH-II associé a un peptide et le récepteur des cellules T (TCR) au cours de la présentation
antigénique. Le récepteur CD4 est le récepteur cible du virus VIH (Klatzmann et al. 1984).
L’implication du récepteur CD4 dans D’infection fut montrée par 1’action d’anticorps
monoclonaux anti-CD4 qui bloquaient I'entrée du virus dans les cellules cibles (Dalgleish et al.
1984). Par la suite, le clonage et la transfection du géne CD4 dans des lignées cellulaires
humaines les rendirent permissives a l'infection et a la réplication du VIH-1 (Maddon et al.
1986). Aussi, les dynamiques d’interaction entre le CD4 et la protéine virale gp120 induisent
des modifications conformationnelles de la protéine gp120 en favorisant son association aux
corécepteurs cellulaires, CCRS et/ou CXCR4 et renforgant ainsi la fusion entre la protéine virale

gp120 et le récepteur CD4 (Myszka et al. 2000).

b- Les co-recepteurs et tropisme cellulaire

Des études d’infection in vitro ont montré que certaines chimiokines inhibaient I’infection par
le VIH-1, laissant penser a un rdle clé de leurs récepteurs (Cocchi et al. 1995). Par la suite,
l'identification des récepteurs de chimiokines (récepteurs a sept passages transmembranaires),
CCRS5 (tropisme macrophagique : nommé virus R5) et CXCR4 (tropisme lymphocytaire :
nommé virus X4) furent décrits comme les co-récepteurs du VIH-1 (H. Deng et al. 1996;
Doranz et al. 1996). Dans une moindre mesure, 1’interaction entre les protéines virales peut
aussi passer par d’autres co-récepteurs, parmi lesquels, CCR2b, CCR3, CCRS8, STRL33, GPRI,
et GPR15 (Clapham and McKnight 2002).

Les souches virales transmises in vivo sont dans leurs grandes majorités de type RS (Zhu et al.
1993) et dans une moindre mesure X4. De plus, les souches R5 semblent étre la population
virale prédominante présente immédiatement aprés la séroconversion et pendant la phase
asymptomatique, alors que les virus X4 sont rarement retrouvés chez les patients récemment

infectés (Biesinger and Kimata 2012).

Au cours de la progression de la maladie, quand des souches X4 émergent, les lymphocytes T
CD4 naifs sont préférentiellement infectés (Saracino et al. 2013). Les cellules lymphocytaires
mémoires, notamment les sous-populations de lymphocytes T CD4 souches mémoires (Tscwm) ,
forment le réservoir viral avec une dominance tropique X4 (J M Brenchley and Douek 2008).
Le récepteur CCRS5 joue clairement un réle important dans les événements initiaux de

transmission et diffusion virale systémique.
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En effet, des études d’infection SIV sur les primates non-humains ont montré que les cellules
dendritiques mucosales (a tropisme macrophagique X5) étaient les premicres cellules infectées
(Spira et al. 1996; Zaitseva et al. 1997). Cela est favorisé par 1’expression du récepteur CD4 et
des co-recepteur CXCR4 et CCRS au VIH-1 sur ces cellules dendritiques (Kawamura et al.
2003; B. Lee et al. 1999; Smed-sorensen et al. 2005).

C- Les phases cliniques de I’infection

La physiopathologie du VIH conduit a une immunodéficience sévere, le SIDA. En 1’absence
de traitement, cette infection évolutive se déroule en 3 phases successives : la primo-infection
ou phase aigiie pouvant étre asymptomatique, la phase chronique correspondant a la phase de

latence clinique, souvent asymptomatique et le stade SIDA, phase terminale pathologique.

a- La primo-infection

Plus de 80% des adultes infectés par le VIH-1 sont infectés par l'exposition des muqueuses
vaginales ou rectales au virus. Les 20% restants sont infectés par des inoculations percutanées
ou intraveineuses (UNIAIDS 2012). Immédiatement apres l'exposition et la transmission, le
VIH-1 se réplique activement dans la muqueuse, la sous-muqueuse puis le virus et/ou les
cellules infectées rejoignent les tissus lymphoides drainants (Xu, Wang, and Veazey 2013).
Cette phase dite d'éclipse, durant laquelle le virus n’est pas détectable au niveau plasmatique,
peut durer de 7 a 21 jours (Keele et al. 2008). Par la suite, le virus se réplique fortement
permettant la détection des ARN viraux au niveau plasmatique avec le pic de réplication entre
14 et 25 jours post-infection (Kloverpris et al. 2016; Little et al. 1999). Les étapes qui
définissent l'infection aigu€ et précoce du VIH-1 sont caractérisées par l'apparition séquentielle
de marqueurs viraux et la mise en place de la réponse anticorps permettant une classification

clinique des différentes phases de la primo-infection (Fiebig et al. 2003) (Figure 4).
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Figure 4: Les phases cliniques de la primo-infection du VIH-1 (Nature Reviews, 2011).

Le virus se réplique rapidement et se propage a travers le corps vers d'autres tissus lymphoides,
en particulier le tissu lymphoide associé a l'intestin (GALT, gut-associated lymphoid tissue),
ou les lymphocytes T CD4 mémoires activés sont présents en nombre élevé (Jason M Brenchley
et al. 2004). Environ 20% des lymphocytes T CD4 du GALT sont infectés, entrainant une forte
apoptose avec 80% des cellules qui sont épuisées (Mattapallil et al. 2005). Ce processus
provoque la libération de microparticules apoptotiques qui possédent des propriétés
immunosuppressives et favorisent la propagation virale. Le pic viral coincide également avec
une « tempéte de cytokines » inflammatoires (Keating et al. 2016; Roberts et al. 2010) produites
par différentes cellules de la réponse innée. Cette « tempéte cytokinique » joue un réle dans la
mortalité des cellules T CD4 et contribue a une forte activation cellulaire, nocive pour
I’homéostasie immunitaire. Au cours des dernicres étapes de la primo-infection, on observe une
stabilisation de la virémie plasmatique (viral set point) avec I’initiation de la réponse T CDS§
spécifique parallélement a un nombre de lymphocytes T CD4 qui revient & des niveaux presque
normaux dans le sang mais pas dans le GALT (Mattapallil et al. 2005). Parallélement, on
observe la mise en place de la réponse anticorps 3 a 4 semaines apres l'infection (Tomaras et al.
2008). A ce stade, la dissémination virale est avancée avec les réservoirs viraux qui se sont déja

formés.
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b- La phase de latence clinique
Suivant la période de primo-infection, il existe habituellement une période relativement longue
qui se caractérise par aucune, voire, le cas échéant, de rares manifestations cliniques. Les
estimations actuelles du temps moyen de l'infection par le VIH-1 amenant au stade SIDA
varient de 8 a 12 ans. Cette intervalle de temps entre l'infection et le développement varie
considérablement d'un individu a l'autre (Lemp et al. 1990). En absence de traitement
antirétroviral (ARV), le virus continue a se répliquer a des niveaux variables selon les individus.
Les erreurs non corrigées de la transcriptase inverse contribuent a 1’échappement du VIH-1
avec une sélection rapide des virus mutés qui abrogent la reconnaissance des antigénes viraux
par la réponse immunitaire adaptative, les anticorps neutralisants et les lymphocytes T
cytolytiques (Hunt et al. 2008; Wei et al. 2003). Le taux des lymphocytes T CD4 et CDS activés
(HLA-DR+CD38+) continue d’augmenter, associé a une apoptose cellulaire exacerbée (Hunt
et al. 2008). Pendant cette phase, la latence virale se poursuit au niveau des réservoirs viraux
dans les cellules T CD4 mémoires (Siliciano et al. 2003). Cette latence permet au virus de
survivre et de se réactiver malgré la pression exercée par la réponse immunitaire ou les
traitements antirétroviraux (Pace et al. 2011; Wong et al. 1997). On observe également une
transition du profil monocytes classiques CD14™CD16" vers le profil monocytes
inflammatoires CD14"°*CD16™, témoins d’un environnement inflammatoire fort (Thicblemont

et al. 1995).
c- La phase SIDA

Le stade SIDA est défini par un nombre de lymphocytes T CD4 circulants inférieur a 200
cellules par microlitre et par la survenue d’événements cliniques. Il a été montré qu’il existe
une forte corrélation entre le délai de temps pour développer un SIDA et la charge virale en fin
de phase primaire d’infection (Mellors et al. 1996). En effet, les personnes ayant des charges
virales élevées en fin de phase aigu€ ont une période de progression trois fois plus rapide que
les personnes dont les charges virales se situent dans les niveaux les plus bas. Les mécanismes
cellulaires accompagnant le stade SIDA correspondent a une mortalité cellulaire accrue, une
activation immunitaire forte, un « switch » du profil de lymphocytes T CD4-Th1 vers un profil
cellules T CD4-Th2 libérant des facteurs solubles tolérogénes qui inhibent la réponse
immunitaire et induisent une forte reprise de la réplication virale. On observe aussi une
diminution de la réponse cellulaire anti-VIH et une forte diminution des fonctions cytolytiques
des lymphocytes T CD8 cytotoxiques qui meurent par apoptose (Langford, Ananworanich, and

Cooper 2007).
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L’ensemble de ces dysfonctions marquent la progression finale de la maladie. Ce syndrome
d’immunodépression se manifeste par le développement d’infections opportunistes et de
cancers (pneumocystose, toxoplasmose, infections virales notamment les virus de la famille des

herpées, infections mycobactériennes, sarcome de Kaposi, lymphomes, etc).

d- Les patients « Elite Controllers »

Certains patients peuvent controler naturellement la réplication virale a long terme sans
traitements antirétroviraux (ARV) et limiter de maniére naturelle 1'impact de l'infection par le
VIH-1 sur le systéme immunitaire. Environ 5 a 15% des personnes infectées par le VIH-1 sont
capables de maintenir stable un nombre de lymphocytes T CD4 supérieur a 500 cellules par
microlitre de sang pendant au moins 5 ans en I'absence de traitement antirétroviral. Ces patients
sont qualifiés de « non progresseurs a long terme » (NTLP) (Okulicz et al. 2009). Au sein de
ce groupe, un nombre plus faible d’individus (moins de 1% des personnes infectées par le VIH-
1) sont des patients, dits « Elite Controllers » (EC). Ils correspondent a des patients infectés
depuis plus de 5 ans qui ont été capables de maintenir, en 1’absence de traitement antirétroviral,
une charge virale inféricure a 400 copies/mL au fil des 5 derniéres mesures de charges virales
(Okulicz and Lambotte 2011). En 2011, I’équipe d’Asier Saez-Cirion a montré une
susceptibilité moindre a I’infection et a la réplication du VIH-1 dans les macrophages et les
lymphocytes T CD4+ des patients « EC ». Ces patients présentaient une charge virale faible
grice a différents mécanismes de restrictions (Saez-cirion et al. 2011). Différents facteurs
virologiques, génétiques et immunitaires ont été étudiés pour expliquer ce phénotype
particulier. Plusieurs études ont associ¢ des allotypes HLA spécifiques avec des taux
différentiels de progression vers la maladie. Les all¢les, dits protecteurs HLA-B*27 et HLA-
B*57, se sont révélés étre associés a une progression retardée de la maladie (Kaslow RA 1996)
et se retrouvent surreprésentés chez les patients « EC » (Lambotte et al. 2006; Pereyra et al.
2008). Ces alleles protecteurs sont ¢également associés & une activité cytotoxique des
lymphocytes T CD8 + spécifiques au VIH-1 plus forte chez certains patients EC par rapport
aux patients « progresseurs » (Owen et al. 2010). Cette fonction cytolytique, contre les cellules
infectées, est liée a un phénotype polyfonctionnel de ces cellules T CD8+ VIH-spécifique avec
une plus forte sécrétion de cytokines antivirales (Betts et al. 2006a; Owen et al. 2010) et de
protéines lytiques (granzyme, perforine) (Hersperger et al. 2010; Stephen A Migueles et al.
2008). Ces cellules T CD8 VIH-spécifiques semblent aussi moins promptes a 1’apoptose

cellulaire décrite chez les patients « progresseurs » (J. Yan et al. 2013).
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Chez les patients « EC », I’activité antivirale des cellules T CD8 VIH-spécifiques est aussi
particuliérement efficace dans 1’¢limination des lymphocytes T CD4 infectés par le virus (Sacz-
Cirion et al. 2007). Une autre caractéristique des patients « EC » est la présence peu fréquente
d’anticorps neutralisants malgré une immunité cellulaire accrue (Lambotte et al. 2009; Pereyra
etal. 2008). Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par une corrélation négative entre des anticorps
neutralisants et des charges virales plus élevées qui ne semblent pas jouer un rdle protecteur
dans la progression de la maladie (Euler et al. 2010). La compréhension des différents
mécanismes décrits chez les patients « EC » est toujours d’actualité et n’explique pas encore le
contréle naturel de la virémie. Il demeure donc d’autres facteurs physiopathologiques a
caractériser, parmi lesquelles les phénomeénes d’activation immunitaire chronique qui sont aussi
décrits chez ces patients (Hunt et al. 2008; Noel et al. 2014). Cela aboutira a une meilleure
compréhension des mécanismes induisant une progression plus ou moins rapide de 1’infection

par le VIH-1.

D- Mécanismes physiopathologiques de I’infection

La pathogenese de l'infection par le VIH se caractérise par un épuisement du pool de
lymphocytes T CD4 qui va aboutir a une immunodéficience. Cet effet s'accompagne d'une
activation chronique qui entraine une immunosuppression fonctionnelle du systéme
immunitaire et un état d'inflammation qui sous-tendent un risque accru de complications
observées chez les patients VIH-1 positifs. Une réponse immunitaire inadéquate est a 1’origine
de réplications virales soutenues, qui jouent en faveur d’une activation immunitaire continue.
Des nombreux travaux se sont intéressés a disséquer le réle de l'activation immunitaire et de
l'inflammation dans le vaste spectre des complications observées dans la maladie. Ces études
sont essentielles pour identifier de potentiels corrélats de protection immunitaire contre le VIH

(Figure 5).
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Figure 5: Schéma de la pathogénése de I’infection au VIH avec les atteintes cellulaires et

leurs conséquences fonctionnelles qui conduisent au stade SIDA (D’apres Appay et al.
2008).

a- Altérations immunologiques induites par I’infection au VIH

Un effet délétere de I’infection par le VIH/SIV sur 'homéostasie cellulaire s'accompagne d’un
niveau élevé de réplication virale dans les tissus lymphoides, ainsi que d’un épuisement massif
des lymphocytes T CD4 dans le tractus gastro-intestinal et les organes lymphoides secondaires
(Mattapallil et al. 2005). Par ailleurs, des dysfonctions des cellules de la réponse immunitaire
innée contribuent a l'infection primaire puis a la progression de la maladie (Espindola et al.

2016).
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a.1- Les médiateurs de la réponse immunitaire innée

Les premiers sites d’infections se situent au niveau des muqueuses rectales ou vaginales qui
sont des tissus riches en cellules dendritiques (DCs) et macrophages qui comptent parmi les
premieres cellules cibles du virus. Ces cellules présentatrices d’antigénes (CPA) sont souvent
infectées par le VIH in vivo, grace a I’expression de récepteurs cibles, CD4 et CCRS (A
Granelli-Piperno et al. 1996). L’effet cytolytique et réplicatif est moindre que dans les cellules
lymphocytaires (Mcllroy et al. 1995) leur permettant de servir de réservoirs viraux surtout pour
les cellules macrophages (D. Brown and Mattapallil 2014). Ces cellules présentent une capacité
forte de rétention des particules virales dans des compartiments viraux intracellulaires (VCC,
Virus-Containing Compartments) (Gaudin et al. 2013). Ainsi les macrophages infectés peuvent
étre une source pour la transmission virale, mais sont aussi les cellules sécrétrices de médiateurs
solubles tels que des cytokines inflammatoires (TNFa, I'IL-1, I'IL-6 et I'lL- 10), ainsi que de
chimiokines chimio-attractantes qui induisent un recrutement des cellules T CD4, cibles du
VIH (Koppensteiner and Wu 2012). Des études d'infection in vitro de macrophages par le VIH-
1 montrent une inhibition des capacités de phagocytose et de digestion des pathogenes
environnants (Baldwin et al. 1990) qui vont conduire a la formation d’un environnement
inflammatoire soutenu et a I’apparition d’infections opportunistes.

Les défauts dans la fonction de présentation des antigeénes par les cellules dendritiques (DC)
contribuent a I'évasion du virus et a la pathogenese virale. Les DC dérivées du sang périphérique
de patients infectés par le VIH-1 montrent une réduction de leur efficacité de stimulation des
cellules T allogéniques (Donaghy et al. 2003), un défaut de maturation avec une expression
faible des marqueurs d’activation et de co-stimulation (HLA-DR, CD86, CD83) ainsi qu’une
altération de la production de cytokines (faible sécrétion d’IL1f et IL-12p70 et forte induction
d’IL-10) (Majumder et al. 2005). Cette suite de phénomenes aboutit & mettre en place un
environnement immunosuppresseur favorable au virus (Angela Granelli-Piperno et al. 2004).
Ces données suggerent que l'infection par le VIH-1 nuit a la réponse immunitaire innée qui

permettra l'induction d’une immunité adaptative antivirale inefficace.

a.2- Les médiateurs de la réponse immunitaire adaptative

Différentes dysfonctions de la réponse adaptative se mettent en place au début de I’infection.
Un défaut de prolifération des lymphocytes T CD4 est lié a une diminution de sécrétion de
I’interleukine 2 (IL-2) (Clerici et al. 1989) mais également a une incapacité de réponse a la

stimulation par les antigénes viraux (Victor Appay et al. 2001).
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De plus, on observe un changement dans les sous-populations de cellules T CD4 avec une
diminution accrue du nombre de lymphocytes T-helper-17 (Th17) et une augmentation du
nombre de lymphocytes T regulateurs (Treg). Ce déséquilibre cellulaire favorise I’atonie
immunitaire et correle avec une progression plus rapide de la maladie (Falivene et al. 2015).
L'appauvrissement des cellules lymphoides est associé a une perméabilité accrue du tractus
gastro-intestinal qui entralne une augmentation de la concentration plasmatique de produits
microbiens tels que les lipopolysaccharides (LPS) ou les formes solubles des protéines CD14
(sCD14) (Brenchley et al. 2006). Au fil de la progression de I’infection, ces composants
bactériens se retrouvent dans la circulation sanguine et vont fortement stimuler les cellules
immunitaires en périphérie en créant un environnement pro-inflammatoire (forte concentration
IFN de type I, IP-10, IL-15 et TNFa). Cet environnement soutient une activation immunitaire
soutenue des cellules T CD4 et CD8 (expression forte des marqueurs d’activation cellulaire
HLA-DR et CD38). Cette activation cellulaire, conjointement avec les facteurs pro-
inflammatoires, favorise un processus fibrotique au niveau des tissus lymphoides périphériques
qui va favoriser la migration puis la prolifération des lymphocytes T CD4 dans les tissus
lymphoides. Cela aboutit a une infection accrue de ces cellules cibles favorisant la progression
rapide de la maladie (Brenchley et al. 2006). Conjointement a la déplétion des lymphocytes T
CD4, les lymphocytes T CD8 ont tendance a proliférer plus rapidement et se différencient vers
un phénotype mémoire effecteur fortement activé et plus prompt a I’apoptose (V Appay et al.
2002). En outre, les cellules T CDS8 spécifiques du VIH sont associées a une diminution de leur
fonction cytolytique (Betts et al. 2006b) et a une altération de leur fonction de sécrétion des
cytokines IFNy, médiatrices de la réponse antivirale (V Appay et al. 2000). Dans les phases
précoces de I’infection, les lymphocytes T CD4 spécifiques du VIH, via la sécrétion d’IL-2,
soutiennent 1’activation des cellules NK. Ces cellules NK vont jouer un réle clé dans la mise en
place de la réponse antivirale efficace associée a un contrdle de la virémie (Vargas-Inchaustegui
et al. 2012). Chez les hotes simiens naturels du SIV, la sécrétion accrue d'TFN-a. et d'IL-15
permttent la survie et la prolifération des cellules NK. Ces cellules présentent alors un profil
d’activation (augmentation du marqueur d’activation CD69) et des fonctions de cytotoxicité
efficace (forte production d’IFNY et induction du marqueur de dégranulation CD107a) dans le
sang et les ganglions lymphatiques (Jacquelin et al. 2014). A contrario, dans les modeles
primates progresseurs infectés par le SIV, il est mis en évidence une prolifération cellulaire
soutenue des cellules NK mais avec une activité lytique atténuée et une expression élevée des

marqueurs inhibiteurs, Tim-3 favorisant un profil d’exhaustion cellulaire (Schafer et al. 2015).
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b- Activation immunitaire et inflammation : moteurs de la pathologie

L'activation immunitaire dans l'infection par le VIH recouvre un large éventail d'événements
impliquant des processus moléculaires et cellulaires : activation cellulaire, prolifération et mort
cellulaires, sécrétion de facteurs solubles. Malgré le fait que I’activation immunitaire refléte
généralement un renforcement de l'immunité antivirale, dans le cas d'une infection par le VIH,
des études ont rapportées une corrélation directe entre la progression de la maladie et les taux
d'activation des lymphocytes T (Deeks SG et al. 2004). L'établissement d'une activation
immunitaire et 1’état inflammatoire subséquent impliquent plusieurs mécanismes qui sont
directement ou indirectement liés a la réplication virale. La cause commune de l'activation des
lymphocytes T est la stimulation antigénique soutenue. Au cours de la primo-infection, le VIH-
1 induit des réponses lymphocytaires, en particulier de lymphocytes T CDS8, qui persistent
pendant la phase chronique d'infection en raison d’une réplication/stimulation antigénique
continue. Jusqu'a 20% des cellules T CD8 circulantes peuvent étre spécifiques au VIH chez les
patients chroniquement infectés et non traités (Betts et al. 2001). Les cytokines et chimiokines
pro-inflammatoires qui sont sécrétées participent également a cette cascade activatrice. L'action
synergique de I'IL-1f3, du TNFa et de I'IL-6 conduisent & une activation des lymphocytes T
(Decrion et al. 2005). En outre, I'IL-1f et le TNFa peuvent également diminuer la résistance
épithéliale dans les tissus muqueux (Stockmann et al. 2000), favorisant la translocation
microbienne associée a une augmentation significative des taux plasmatiques de LPS. Cette
cascade pro-inflammatoire est aussi renforcée par les niveaux de LPS, de CD14 soluble, de
flagelline et des motifs CpG de I’ADN viral. Ces ligands des récepteurs Toll-like (TLR) sont
connus pour stimuler les macrophages périphériques et les cellules dendritiques favorisant
I’établissement d'un état pro-inflammatoire tout au long des phases chroniques de l'infection
parle VIH et le SIV (Brenchley et al. 2006), ’ensemble conduisant au maintien d’une activation
immunitaire soutenue (Jason M. Brenchley, Price, and Douek 2006). Par ailleurs, I'IFN-a joue,
tres tot, un réle de choix dans I’initiation des processus inflammatoires antiviraux dans
I’infection. Les analyses de puces d'ADN (microarrays) ont démontré une forte induction d’un
groupe de genes stimulés par les interférons (les ISG) dans les cellules lymphocytaires isolés
de patients virémiques en phase chronique d’infection (Giri et al. 2006). Les études sur les
modeles primates ont montré une forte expression des récepteurs Toll-like 7 et 9 (TLR7 et

TLRY) par les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC).

25



Introduction

Durant la phase aigué¢ de l'infection par le SIV, une forte activation des TLR7 et TLR 9 va
aboutir a une forte production d’'[FN-a par les pDC chez les macaques infectés induisant une
forte activation des geénes stimulés par les interférons (ISG) (Mandl et al. 2008). Néanmoins,
les ISG induits en phase aigiie sont rapidement contrdlés et reviennent a des niveaux basals
chez les singes AGM, contr6lant naturellement la virémie, contrairement aux macaques rhésus
qui maintiennent une activation élevée des ISG (Jacquelin et al. 2009). Cela témoigne du
maintien d'une activation cellulaire et d’une inflammation élevée chez les patients VIH-1+ qui

progressent vers la maladie (Angela Meier et al. 2009).

c- Conséquences de I’activation/inflammation du systéeme immunitaire :
senescence, exhaustion et apoptose cellulaire
L'activation immunitaire induite par la réplication virale est associée a d'autres dysfonctions
cellulaires. Parmi ces mécanismes, on trouve un renouvellement accru des lymphocytes, une
augmentation de l'apoptose cellulaire (Gougeon and Piacentini 2009) et une susceptibilité
accrue au développement de tumeurs malignes. De plus, le compartiment des lymphocytes B
est affecté avec une hyper gammaglobulinémie résultant d'une différenciation des cellules B
vers le phénotype plasmocyte, une forte expansion polyclonale et une augmentation de
I’expression des marqueurs d'activation : CD70, CD71, CD80 et CD86 (Moir and Fauci 2009).
Ces cellules B ont également tendance a présenter des profils de cellules mémoires tissulaires
avec une expression des récepteurs associés a la migration vers les tissus lymphoides
inflammatoires aux niveaux du tractus digestifs (CXCR3, CCR6, CDl1l1c) et une plus forte
expression de récepteurs inhibiteurs et d’exhaustion (CD72, LAIR-1, CD85j, CD85k) (Moir et
al. 2008). Compte tenu de l'importance des tissus lymphoides pour initier et soutenir les
réponses immunitaires cellulaires et humorales, ces résultats suggerent que les dysfonctions
dans les organes lymphoides secondaires contribuent 2 une réponse humorale inefficace au

cours de ’infection.

L’activation des genes stimulés par les IFN (ISG) induisent 1’activation des voies de mort
cellulaire TRAIL/DR-5 et Fas/Fas-L (Herbeuval and Shearer 2007). L'activation immunitaire
chronique est aussi associée a l'apparition de cellules T et B spécifiques au VIH qui présentent
des signes d'épuisement ou de sénescence. Plusieurs études sur les modeles animaux ont
démontré que bloquer l'interaction entre le récepteur programmed cell death 1 (PD-1), I'un des
principaux récepteurs inhibiteurs associé aux cellules T, avec son ligand (PDL-1), permet une

inversion du profil d’épuisement des cellules T CD8 spécifiques au VIH,
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ainsi qu’une amélioration de la réponse humorale antivirale (Barber et al. 2006; Velu et al.
2009). En outre, sur les lymphocytes T CD4 spécifiques aux VIH, une forte expression du
récepteur inhibiteur cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) est impliquée dans
I'épuisement/sénescence de ces cellules (Kaufmann et al. 2007). De plus, Blackburn et al ont
montré que 1'effet synergique de plusieurs récepteurs inhibiteurs potentialise I’effet d’anergie
des lymphocytes T CDS8 dans la mise en place des réponses antivirales (Blackburn et al. 2009).
Ces résultats suggerent que ces mécanismes se mettent en place et persistent tout au long du
processus infectieux et vont engendrer une activation immunitaire et un environnement
inflammatoire favorables a la pathogenese du VIH-1. L’étude en détail de ces mécanismes
nécessite des études a la fois sur des patients infectés par le VIH-1, mais impose aussi
’utilisation de modeles animaux. Ces modeles sont plus adaptés pour disséquer finement les
processus cellulaires, virologiques et moléculaires au cours des différents stades de I’infection

virale et dans les différents compartiments anatomiques a fort intérét immunitaire.

E- Intérét du modéle simien dans I’infection VIH

Les primates non humains (PNH) restent des modeles animaux clés pour la recherche
biomédicale, notamment pour les études sur les maladies infectieuses, la compréhension des
mécanismes immunologiques, ainsi que le développement et I’évaluation de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Bien que la complexité des structures d’hébergement et de soins
engendre des couts financiers importants ; malgré aussi la raréfaction des espéces de primates
a ’état naturel, et bien que leur proximité a I’homme souléve aussi quelques problémes

éthiques, ces modéles restent nécessaires pour 1’étude de la pathogénese au VIH.

Dans le cadre de l’infection par le VIH, les mécanismes virologiques mis en jeu, la
dissémination systémique du virus et les dysfonctions immunitaires mises en place nécessitent
un modéle animal qui reproduit au plus pres la physiopathologie humaine. Cela est d’autant
plus vrai, qu’exception faite des souris humanisées, les modéles murins ne s’infectent pas avec
le VIH (Hatziioannou and Evans 2012). Les PNH constituent ainsi I'un des meilleurs mod¢les
animaux, car ils partagent beaucoup de caractéristiques essentielles dans I’étude de 1’infection
par le VIH-1. IlIs possédent des caractéristiques phylogénétiques, anatomiques,
physiopathologiques (avec des agents pathogénes proches de ceux infectant I’Homme) ainsi
qu’une grande susceptibilité aux traitements antirétroviraux qui en font un modele d’étude de
grand intérét (Murray B Gardner and Luciw 2008). En outre, la collecte fréquente de volumes

relativement importants d'échantillons est plus facile chez les PNH.
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Parmi les PNH, beaucoup de singes et grands singes africains sont des hotes naturels du SIV,
et ne développent généralement pas de maladie a la suite d'une infection. Par contre, l'infection
par les souches SIV (SIVmac251, SIVmac239) ou d’autres lentivirus assimilés des macaques
asiatiques entraine des dysfonctions immunitaires similaires a celles observées chez ’homme
avec une charge virale élevée, une déplétion progressive des lymphocytes T CD4, une

progression chronique qui favorisent I’apparition d’infections opportunistes (Figure 6).
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Figure 6: Variations des charges virales et de ’activation immunitaire suite a l'infection
par le VIH/SIV. Comparaison des infections pathogeénes chez I’Homme (lignes noires) et le
macaque rhésus (lignes bleues) et des infections non progressives chez le mangabey couronné

(lignes rouges) et le singe vert (lignes vertes) (Brenchley JM, Blood, 2011).

a- Les mode¢les d’infection « non progresseurs » : hotes naturels

Les PNH africains (les singes mangabey couronnés, les singes verts, les Mandrill et les
Chimpanzees) sont des hotes naturels du SIV. L'infection est généralement non pathogeéne en
dépit des niveaux élevés d'ARN viraux plasmatiques ; niveaux qui dans I’infection VIH-1 sont
associés a une progression accélérée vers le stade SIDA (Jason M. Brenchley and Paiardini
2011). Une particularité, chez ces hotes naturels, est une charge virale faible dans les ganglions
suggérant un controle de la virémie dans ces tissus (Beer et al. 1996; Diop et al. 2000). Chez
les singes verts africains en phase chronique d’infection, les niveaux de réplication sont
rapidement contr6lés pour atteindre un niveau faible dans le sang et les ganglions lymphatiques

périphériques (Diop et al. 2000).
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Au niveau cellulaire, on observe une perte transitoire des lymphocytes T CD4 dans le sang mais
une diminution dramatique dans les intestins des les premiers jours de I’infection (Gordon et
al. 2007). Bien que le SIV chez ces hétes naturels soit donc cytolytique, la réplication virale
persistante n'est pas associée a une immunopathologie. Les lymphocytes T CD4 du sang et des
ganglions lymphatiques ne manifestent pas ou peu d'augmentation de la mort cellulaire par
apoptose. En phase chronique, on observe une quasi-restauration du nombre cellulaire et une
intégrité tissulaire faiblement altérée dans les ganglions lymphatiques et les intestins (Cumont
et al. 2008; Pandrea et al. 2015). Une différence marquante avec les modéles dits
« progresseurs » est la faible activation immunitaire chronique qui est un marqueur clé de la
progression dans les modéles macaques. Plusieurs études mettent en évidence une induction
modérée suivie d’une régulation forte des mécanismes d’activation immunitaire. Parmi les
mécanismes décrits, une prolifération cellulaire normale (Chakrabarti et al. 2000), une faible
infiltration cellulaire dans les organes lymphoides secondaires maintenant 1’architecture
fonctionnelle de ces organes (Silvestri et al. 2003), la mise en place d’un équilibre entre un
environnement pro- et anti-inflammatoire (Kornfeld et al. 2005) ainsi que I’induction rapide
d’une réponse immunosuppressive (prolifération du profil cellulaire Treg et induction des
marqueurs inhibiteurs lymphocytaires PD-1) vont contribuer a freiner 1’activation cellulaire
chronique (Pereira et al. 2007; Estes et al. 2011; Sumpter et al. 2007). Ces mécanismes
interdépendants les uns des autres forment un équilibre entre une réplication virale élevée et
une réponse immunitaire fonctionnelle chez ces hotes naturels du SIV qui permettent une

réponse antivirale efficace.

b- Les modeles d’infection progresseurs

L'administration du SIV a différentes espéces de macaques asiatiques entraine une infection
pathogene persistante dans laquelle la progression vers le SIDA se produit de maniére similaire
a celle observée chez les individus infectés par le VIH-1 (Fauci AS, Desrosiers RC 1997). Parmi
la grande variété d'especes de macaques asiatiques, la recherche sur le VIH-1 s'est concentrée
sur les macaques rhésus (Macaca mulatta), d'origine indienne et chinoise, les macaques a queue
de cochon (Macaca nemestrina) et les macaques cynomolgus (Macaca fascicularis) (Figure 7).
Les macaques a queue de cochon ont été décrits avec des profils de progression trés rapides
(Nichole R. Klatt et al, J Virol. 2012). De leurs cotés, les macaques rhésus indiens possedent

une évolution rapide avec développement d’un SIDA en moins d’un an.
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Les macaques rhésus d’origine chinoise et les macaques cynomolgus ont quant a eux des profils
de progression moins rapide bien que développant une pathogénéese a terme (Reimann KA et

al, J Virol, 2005).

Ces différentes espéces de macaques sont susceptibles a diverses souches de SIV avec des
variabilités dans la progression ou le controle de la maladie en fonction des souches virales

inoculées et du fond génétique de chaque singe (Evans and Silvestri 2013).
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Figure 7: Distribution géographique des macaques cynomolgus (Macaca fascicularis) et

rhesus (Macaca mulatta) (Street SL et al. 2007).
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Le macaque cynomolgus

De nombreuses observations ont montré que les facteurs génétiques de 1'hote jouent un role
important dans [l’infection et la progression de la maladie. Le complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) ainsi que les polymorphismes alléliques qui lui sont associés jouent
un role primordial dans I’infection, la réplication virale et la progression de la maladie dans ces

modéles animaux (de Sorrentino et al. 2000).

Dans notre étude, nous avons choisi des macaques cynomolgus importés de 1'lle Maurice. Ces
animaux constituent un intérét du point de vue physiopathologique avec une charge virale
proche des patients VIH positifs, une déplétion de lymphocytes T CD4 et une progression vers
une phase chronique plus ou moins lente. De plus, leur génome est séquencé (Higashino et al.
2012) et les haplotypes du CMH classe I et classe Il sont caractérisés. Des données sur le
polymorphisme de ces animaux montrent que les macaques cynomolgus importés de 1'lle
Maurice possédent une diversité génétique dans les CMH classe I et II limitée (Blancher et al.
2006; Mee et al. 2015). De plus, les animaux possédant 1’haplotype H6 du CMH classe I sont
décrits comme contrélant naturellement la virémie induisant un phénotype non-progresseur
(Aarnink et al. 2011; Mee et al. 2009), ce qui renforce leur intérét pour 1’étude des mécanismes
immunitaires responsables du contrdle a long terme de I’infection. En outre, la faible diversité
génétique des macaques cynomolgus de I’ile Maurice permet 1’utilisation d’un nombre moindre

d'animaux pour obtenir des résultats significatifs.

c- Intéréts des modeles simiens d’infection

Un avantage majeur de ces modeles est la possibilit¢ de « mimer » les voies d’infection
naturelle, via le sang ou les muqueuses rectales ou vaginales, qui sont décrites dans 1’infection
humaine. De plus, la mise en place de protocoles d’études avec un échantillonnage a des temps
définis et un suivi clinique trés précis permettent de décrire et comprendre les mécanismes
physiopathologiques qui se mettent en place dans les tissus a fort intérét immunologique ou
virologique dés les premiers jours de I’infection. Cela est trés difficile a transposer chez les
patients VIH positif du fait d’un diagnostic plus tardif, trés souvent en phase chronique voire
au stade SIDA avec apparition des symptomes. De plus, I’initiation rapide des traitements ARV
et la difficulté a accéder aux tissus lymphoides pour des raisons éthiques chez les patients
humains renforcent 1’utilit¢ de ces mod¢les primates non-humains. Ces modéles d’études

restent incontournables du fait de I’importance des progres effectués dans la compréhension, le
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déroulement et la mise en place des événements précoces de 1’infection. Ainsi, ces mod¢les
d’infection permettent de mesurer I’importance des doses infectieuses et des voies d’infections.
Chez les modeles PNH, I’infection SIV étant le plus souvent induite, la précision incontestable
de la date d’infection permet de caractériser la cinétique des événements précoces puis la
dissémination virale systémique. Cela a permis de mettre en évidence un impact et un réle
important des cellules de la réponse innée au cours de I’infection (Laforge et al. 2011). La
caractérisation de la cinétique de la charge virale, de la déplétion des lymphocytes T CD4 dans
les organes lymphoides secondaires, ainsi que des marqueurs inflammatoires ont permis de
mieux comprendre les mécanismes prédictifs d’une progression plus ou moins rapide vers la
maladie (Jacquelin et al. 2014; Lavreys et al. 2006; Mattapallil et al. 2005). Les lymphocytes T
CD8 cytotoxiques constituent des médiateurs clé de l'immunité antivirale. Grace a des
protocoles de déplétion in vivo des lymphocytes T CDS8 a I’aide d’anticorps dirigés contre la
molécule CD8, les mécanismes antiviraux des cellules T CD8 ont montré le role important de
ces cellules pour limiter la réplication et la propagation virale (Chowdhury et al. 2015; Jin et al.
1999). Finalement, dans le cadre de stratégies thérapeutiques, les modeles de PNH sont
également utilisés afin d’évaluer I’innocuité, I’immunogénicité et I’efficacité de nombreuses
approches vaccinales (Sui et al. 2013). En effet, ces modeles PNH permettent 1’optimisation
des voies d’administration des vaccins et des adjuvants pour tester la sécurité des candidats

vaccins et valider les corrélats de protection qui peuvent favoriser la thérapie vaccinale.

II- Role des cellules dendritiques dans ’immunité

Les cellules dendritiques (DC) ont été décrites pour la premiere fois par Ralph Steinman (Prix
Nobel de Physiologie ou de Médecine en 2011) et Zanvil Cohn (Steinman RM and Cohn ZA
1973). Les DC jouent un réle unique dans le systéme immunitaire. Elles forment un réseau
cellulaire fonctionnellement distinct et spécialisé dans la détection et la présentation
antigénique pour initier et orchestrer la réponse immunitaire. Les cellules dendritiques
possedent les récepteurs spécifiques pour reconnaitre les agents pathogenes, les vaccins et les
auto-antigénes. Les DC permettent d’initier et controler simultanément le type, I'ampleur et la
spécificité des réponses immunitaires face aux antigénes étrangers. Elles ont aussi pour role
l'induction de la tolérance aux auto-antigénes immunitaires. Par conséquent, les avantages
thérapeutiques potentiels de la modulation des DC via des vaccins et des thérapies suppressives
contre les agents pathogénes, les tumeurs et / ou les maladies auto-immunes forment un champ

de recherche tres actif.
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Les avancées dans I’étude de I’ontogénie des DC montrent que ces cellules proviennent d'une

lignée hématopoiétique distincte des autres leucocytes, établissant le systéme DC comme une

branche hématopoiétique unique (Figure 8).
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Figure 8: Schéma de D’ontogenése des cellules dendritiques dans les différents
compartiments tissulaires (CD8+ et CDS§- DCs chez la souris correspondent respectivement

aux DC CD141+ et CDI1c+ chez I’homme) (D’apres M. Merad & F. Ginhoux, 2007).

A- Ontogenese des cellules dendritiques

La grande majorité des travaux portant sur 1’origine et les voies de différenciation des DC ont
été réalisés sur des modeles murins. Ces études ont montré que la plupart des sous populations

de cellules dendritiques sont d’origine hématopoiétique et de courte durée de vie. Elles sont en
constant renouvellement a partir de précurseurs sanguins issus de la moelle osseuse et sous

I’influence de facteurs du microenvironnement du tissu ou elles résident (Heidkamp et al.
2016).
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Les précurseurs précoces

Les cellules souches hématopoiétiques multipotentes CD34+ (HSC) dans la moelle osseuse
représentent les cellules précurseurs des différentes lignées hématopoiétiques, parmi lesquelles
les cellules des lignées progéniteur commun lymphoide (CLP) et progéniteur commun
my¢éloides (CMP). Ces CLP et CMP ont le potentiel de générer différents sous-types de DC,
comme 1’ont montré les résultats d’expériences de transplantation cellulaire de ces progéniteurs
dans des souris irradiées. Cela témoigne d’une grande plasticité de différentiation des DC
(Markus G. Manz et al. 2001; Shortman and Naik 2007). Les cellules CMP générent
efficacement les DC de la rate et des ganglions lymphatiques, alors que les cellules CLP
contribuent fortement a la génération des DC du thymus et dans une moindre mesure a la
formation des DC spléniques (M G Manz et al. 2001; Markus G. Manz et al. 2001). Cependant,
la capacité des cellules progénitrices CLP ou CMP a se différencier en DC est confinée
uniquement aux populations exprimant le récepteur Flt3 (fms-related tyrosine kinase 3, ou
CD135). L’intéraction de F1t3 avec son ligand FIt3L (protéine cytokinique) induit la génération
des progéniteurs intermédiaires (Karsunky et al. 2003; Waskow et al. 2008). Ces progéniteurs
intermédiaires migrent ensuite vers les tissus lymphoides et autres tissus non lymphoides pour

les étapes de différentiation ultérieures.

Les précurseurs intermédiaires

A partir des cellules CMP, I'engagement vers les sous-populations de DC spécifiques est médié
par des précurseurs intermédiaires dans la moelle osseuse. Ces cellules précurseurs sont
dépourvues de marqueurs spécifiques des lignées DC mais expriment des marqueurs de surface
des cellules souches hématopoiétiques CD34+ tel que le facteur de transcription c-kit (ou
CD117). IIs agissent comme les cellules précurseurs communes des DC et des macrophages
(Fogg DK et al. 2006). La nature de ces précurseurs myéloides permet de définir un stade de
cellules précurseurs communes pour les DC et les macrophages (Macrophages/DC precursors,
MDP) qui posseédent un phénotype c-kit+ CX3CR1+ (Fogg DK et al. 2006). Les MDP peuvent
générer des macrophages mais aussi des DC de tissus lymphoides et non lymphoides. Elles
donnent naissance aux progéniteurs dendritiques communs (CDP) qui possédent un phénotype

FIt3+ c-kit (int) CSF-1R+.
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Les CDP ont été identifiées comme donnant lieu aux différents sous-types de DC spléniques et
ganglionnaires, mais pas aux macrophages (Naik et al. 2007; Onai et al. 2007). Ces cellules
précurseures localisées dans la moelle osseuse peuvent migrer via la circulation sanguine vers
la rate et les ganglions lymphatiques pour poursuivre leur différentiation. Ainsi, les cellules
CDP représentent le stade de différentiation sous-jacent au stade MDP dans la lignée de

différentiation my¢éloide.

Les précurseurs terminaux

En se basant sur l'expression persistante du récepteur Flt3+, ces pré-cDC découlent des cellules
CDP. Ces pré-DC donnent naissance aux sous-populations de DC classiques (ou
conventionnelles ou myéloides) mais pas a la sous population de DC plasmacytoides (pDC)
(Jongbloed et al. 2010; Naik et al. 20006). La différenciation finale des pré-cDC vers un profil
de ¢cDC immature se produit dans les tissus résidents, sites de migration finale (Liu et al. 2009;

Merad et al. 2013).

En revanche, les pDC se développent et se différencient a partir des progéniteurs dendritiques
communs (CDP) au niveau des tissus lymphoides ou non-lymphoides. Ces cellules CDP
nécessitent I’expression d’un facteur de transcription spécifiques des pDC, E2-2, qui induit la
transcription de différents génes obligatoires dans la différenciation des pré-pDC (BDCAZ2,
LILRA4, IRF7, IRF8, SPIB) (Galicia and Gommerman 2014).

Les DC résidantes dans le sang, les organes périphériques non lymphoides ou les organes
lymphoides possédent un phénotype immature nécessaire au maintien de [’homéostasie
immunitaire jusqu'a ce qu'elles rencontrent un antigene induisant leur différenciation en DC
matures a fonctions immunogenes. La plasticité fonctionnelle des DC est ensuite déterminée en

fonction de la nature de ’antigéne et des facteurs du microenvironnement.

Bien que les monocytes contribuent habituellement a la formation de DC uniquement pendant
les conditions inflammatoires, quelques rapports récents ont mis en évidence leur implication
dans la différenciation de DC (CD103- CD11b+) dans l'intestin, de DC (FcyRI+) dans les tissus
lymphoides et de DC (CD11b+ Esam(lo)) dans la rate en dehors des conditions inflammatoires
(Lewis et al. 2011; Merad et al. 2013). Néanmoins ces résultats sont issus de populations

cellulaires triées et manipulées pour induire une différenciation linéaire spécifique.
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Ainsi, avec les techniques de séquengages unicellulaires et d’analyses multiparamétriques, il
sera plus facile d’identifier d’autres précurseurs intermédiaires dans la moelle osseuse qui

pourraient suggérer un engagement plus précoce des voies de différentiation des DC.

B- Les différentes populations de cellules dendritiques (DCs)

Dans le sang humain, les DC font partie des cellules leucocytaires qui n'ont pas d'expression
des marqueurs de lignées leucocytaires (CD3, CD19, CD20, CD56, CD14 et CD16) mais qui
expriment le récepteur HLA-DR. Trois populations de DC ont été identifiées a partir du sang
humain qu’on retrouve aussi dans la plupart des tissus adultes lymphoides et non lymphoides
(Collin, Mcgovern, and Haniffa 2013; Haniffa et al. 2012) : les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC) et les cellules dendritiques classiques ou myéloides (appelées aussi
conventionnelles), les cDCs englobant a la fois les sous-populations CD1c+ et CD141+ (Segura
2016; Ziegler-Heitbrock et al. 2010) (Figure 9). De plus, les facteurs de transcription E2-2,
BATEF3 et IRF4 ont respectivement été décrits comme essentiels dans la différentiation des pDC
(Cisse et al. 2008), des cDC CD141+ (Poulin et al. 2012) et des ¢cDC CDI1c+ (Watchmaker et
al. 2014). Par ailleurs, il existe un sous-ensemble de DC qui apparait pendant les processus
inflammatoires, les DC inflammatoires (InfDC). Des études sur des modéles murins
n’exprimant pas le ligand Flt3 (FIt3L) ont montré que ces InfDC dérivaient de cellules
monocytaires qui se différencient in situ dans les tissus inflammatoires. Ces InfDC peuvent
migrer vers les ganglions lymphatiques drainants et stimuler les cellules T effectrices ou
mémoires. Ces InfDC ont été¢ identifiés dans plusieurs maladies inflammatoires comme

I’arthrite rhumatoide ou les ascites d’origine tumorale (Segura and Amigorena 2013).

Dans la peau, en plus des ¢cDC CDIct+ et CDI141+, il existe deux sous-ensembles de DC
supplémentaires, a savoir les DC CD14+ du derme et les cellules de Langerhans (LC). Les DC
CD14+ du derme ont été associées a un profil de cellules macrophages, mais des études ont
montré qu’elles s’en distinguaient grace a I’expression faible du marqueur CD141 et une
capacité de sécrétion de la cytokine tolérogéne IL-10 (Haniffa et al. 2012; Matthews et al.
2012). Les LC, qui sont principalement situées dans I'épiderme (Cunningham et al. 2010), sont
caractérisées par I’expression des marqueurs de surface CDla+ CDlc+ CD11c(lo) EpCAM+
E-cadhérine+ et sont identifiables par leur expression spécifique de la Langerine (CD207, une

lectine de type-C).
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En outre, il est difficile d'attribuer une spécialisation fonctionnelle spécifique a chaque sous-
population de DC, car le role des DC humaines semble dépendre des tissus et de

I’environnement immunologique dans lequel elles se trouvent.

Les différences fonctionnelles entre les populations de DC s'expliquent par les différents types
de stimuli, la nature des antigénes (peptides, protéines, cellules), par les tissus anatomiques de
résidence (tissus lymphoides versus non lymphoides) et le site de migration (cellules résidentes
par rapport aux cellules en voie de migration). Par conséquent, une nomenclature basée sur
I'ontogenese et les propriétés fonctionnelles a été décrite récemment pour classifier les DC
humaines. La sous-population ¢cDC1 correspond aux ¢cDC (CD141+) et la sous-population

c¢DC2 aux cDC (CDlc+) (Guilliams et al. 2014).

Blood Pre-cDC pDC

Lymphoid and non-lymphoid tissues

MOUSE Xcri* cDC CD11b* cDC

Other names or CD8a"-type cDC CD172a’Ly-6C~ SiglecH Bst2*

markers CD103*-type cDC CD64 MerTK"

HUMAN CD141(BDCA3)* cDC CD11¢(BDCA1)* cDC pDC

Other XCR1* CD172a* CD303(BDCA2)*

markers CLEC9A" CD11b’ CD85g(ILT7)*

FLT3* FLT3" FLT3*

Proposed TLR3-induced Presentation of TLR7/9-induced

conserved IFN-IIl production exogenous antigens IFN-I/I1l production

fsur:::tilf?::tlion High efficiency for EEDET G Innate defenses
P CD8" T cell activation? Th2 or Th17 induction? against viruses?

Cross-presentation of
cell-associated antigens

Figure 9: Les sous population de DC humaines et souris avec leurs caractéristiques

phénotypiques et fonctionnelles (D apres Dalod M et al. 2014).
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a- La sous-population cDC1 (CD141+)

Les ¢cDCI1 se caractérisent par un phénotype d’expression des marqueurs de surface CDlc-
CDl1l1c(lo) SIRPla- Clec9A+ CXCR3+ CADMI1+ (également appelé Necl2) (Dutertre et al.
2014; Heidkamp et al. 2016; Schiitz and Hackstein 2014). I est important de noter que ces
cellules expriment spécifiquement le récepteur XCR1, un marqueur qui permet d’identifier les
homologues des cDC1 chez différentes espéces (Dutertre et al. 2014; Guilliams et al. 2016).
Ces cellules en nombre tres faible, 0,1% des cellules mononucléaires du sang périphérique,
(Meixlsperger et al. 2013) sont aussi présentes dans les amygdales, les ganglions lymphatiques
et les tissus non lymphoides comprenant le poumon, le foie et la peau (Haniffa et al. 2012;
Mittag et al. 2011). Récemment, elles ont été décrites dans la lamina propria intestinale
(Watchmaker et al. 2014). Dans les tissus, cette sous-population exprime les marqueurs
d'activation/maturation et de co-stimulation, comprenant CD40, CD80 et CD86, HLA-DR et
HLA-I et augmente I’expression des récepteurs CCR7 et CXCR3, lors des signaux de migration
vers les ganglions lymphatiques (Watchmaker et al. 2014). Les ¢cCD1 possédent aussi la
capacité de détecter les antigénes viraux via 1’expression des motifs de reconnaissance des

pathogénes (PAMP) (Dutertre et al. 2014; Jongbloed et al. 2010).

Les cDC1 (CD141+) sont les cellules spécialisées dans la cross-présentation (présentation des
antigénes exogenes via le CMH classe | aux cellules T CD8) d’un certain nombre d'antigénes
viraux comprenant les antigénes de surface de I'hépatite B (Haniffa et al. 2012), du
cytomégalovirus humain (Bachem et al. 2010) et du VIH-1 (Crozat et al. 2010). Il a été montré
que ce mécanisme est facilité par I’expression du récepteur Clec9A qui favorise la dégradation
et la présentation des antigeénes viraux de cellules nécrotiques infectées (Jongbloed et al. 2010;

Sancho et al. 2009).

Outre leur fonction cross-présentatrice, les cDC1 produisent également de grandes quantités
d'TFN-A a la suite de stimulation antigénique (exposition au virus de I'hépatite C) (Y oshio et al.
2013) via l’activation du TLR3 (Lauterbach et al. 2010). En outre, elles semblent étre des
inducteurs puissants d’une polarisation de la réponse T vers une réponse lymphocytaire helper

1 (Th1) (Jongbloed et al. 2010).

Par conséquent, la sous-population cDC1 (CD141+) est spécialisée dans la mise en place d’une

réponse immunitaire contre les agents pathogenes intracellulaires.
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b- La sous-population ¢cDC2 (CD1c+)

Les ¢cDC2 représentent environ 1% des cellules leucocytaires (Meixlsperger et al. 2013) et se
caractérisent chez I’homme par 1’expression des marqueurs de surface CD11lc+ CD141-

SIRP1a+ (appelé également CD172a) (Macdonald et al. 2002; See et al. 2017).

Les ¢cDC2 des tissus expriment des niveaux ¢levés des marqueurs d'activation/maturation et de
co-stimulation incluant CD80, CD83, CD86, CD40, HLA-DR et HLA-I (McLellan et al. 1998)
ainsi que le récepteur de migration vers les ganglions lymphatiques CCR7 (Angel et al. 2006).
En exprimant les TLR 1 a 8, les récepteurs Clec7A (dectin-1) et Clec6A (dectin-2), ces cellules
sont également aptes pour la détection d'une large gamme de motifs moléculaires associés aux
pathogenes (PAMPs) (Hemont et al. 2013). Selon la voie d’activation (qui est fonction de la
nature des agonistes de TLR), ces cellules peuvent secréter une large gamme de cytokines pro
et anti-inflammatoires (IL-la, IL-1B, IL-12p40, IL-12p70, IL-6, IL-7, TNF-a, IL-8, IL-10 et
I’IFN-B sous certaines conditions) (Hemont et al. 2013; Nizzoli et al. 2013). Par conséquent,
les ¢cDC2 possédent une grande plasticité fonctionnelle qui est fonction de leur capacité de
détection des antigénes (via leur diversité de récepteurs), de leur signature cytokinique et du

profil de la réponse immunitaire adaptative qu’elles vont induire (Yu et al. 2013).

Ce degré de plasticité fonctionnelle est variable selon le contexte immunologique. Les cDC2
pulmonaires induisent une polarisation de la réponse lymphocytaire vers une réponse cellule T
helper 17 (Th17) en réponse a Aspergillus fumigatus en libérant une quantité élevée d’1L-23,
cytokine clé pour induire une réponse Th17 (Schlitzer et al. 2013). Dans un contexte d’'infection
par le virus de la grippe, les cDC2 localisées au niveau des muqueuses pulmonaires expriment
le facteur de croissance transformant (TGF) membranaire induisant une migration vers les
lymphocytes T CD8 intraépithéliaux (Yu et al. 2013). En revanche, les cDC2 intestinaux se
sont révélés étre de puissants inducteurs de cellules T régulatrices (Treg), en corrélation avec
Pactivité enzymatique de la rétinaldéhyde déshydrogénase, qui a ét¢ montrée comme un
médiateur dans l'induction des cellules Treg (Coombes et al. 2007; Guilliams et al. 2010). Il est
intéressant de noter que les cDC2 peuvent également étre de puissants inducteurs d’une réponse
lymphocytaire helper 2 (Th2) a la suite de stimulations avec des allergénes tels que le pollen

(Rydnert et al. 2014), impliquant un réle important dans les réponses allergiques.

Les ¢cDC2 (CDlc+) semblent étre les cellules spécialisées dans la détection et la présentation

des antigénes dérivés des pathogeénes extracellulaires (O’ Keeffe, Mok, and Radford 2015).
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c- Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)

Les pDC dans le sang représentent 0,5% des leucocytes (Nieminen et al. 2013). Dans le sang et
les tissus lymphoides ou non lymphoides, ils sont identifiés avec un phénotype HLA-DR(mid)
CD11c- CD123+ CD304+ avec une expression spécifique des récepteurs CD303 (BDCA-2) et
LILRA4 (ILT7, CD85g) (Cao et al. 2006; Dzionek et al. 2000).

Les pDC sont connues pour leur role dans l'initiation d'une réponse immunitaire antivirale
puissante avec une forte sécrétion des IFN de type I (IFN-I). Cette réponse IFN-I se met en
place via I’activation des TLR endosomaux 7 et 9 qui détectent les acides nucléiques viraux,
tels que les ARN simple brin (ssRNA) et les motifs d’ADN-CpG d’origine virale ou bactérienne
(Kadowaki et al. 2001). L’activation des pDC se caractérise par I’augmentation d’expression
des marqueurs de co-stimulation (CD80, CD86, CD40) (Galicia and Gommerman 2014) et la
production de cytokines (TNF-a, IP-10, IL-6, IL-10). Néanmoins, le spectre exact des cytokines
produites par les pDC n’est pas clair a ce jour, mais il a été montré une absence ou trés faible
sécrétion d’IL-12, qui est plus produite par les cDC (Gilliet, Cao, and Liu 2008). Du point de
vue de la fonction antivirale, les pDC ont différentes cibles cellulaires. Les IFN de type I
promeuvent ’activité cytolytique des cellules NK (Gerosa et al. 2005) et favorisent la
génération des réponses lymphocyte T helper 1 (Thl) (Kadowaki et al. 2000). En association
avec I'IL-6, les IFN de type I participent a la mise en place de la réponse B avec la
différentiation des cellules B en plasmocytes, favorisant ainsi la réponse humorale antivirale
(Jego et al. 2003). Outre leur role dans I’immunité antivirale, il a ét¢ montré que les pDC jouent
également un role dans la tolérance. En effet, a la suite d’une stimulation in vitro des TLR9 par
les agonistes CpG, se met en place une réponse lymphocytaire T a profil régulateur (Treg) avec
sécrétion des cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-B (Moseman et al. 2004). En outre,
in vivo, les pDC jouent un role tolérogéne en induisant la différenciation de cellules Treg dans
le thymus grace a I’activation de 1’axe CD40-CD40L (CD40 ligand) via la sécrétion
d’interleukine 3 (Martin-Gayo et al. 2010)

Par conséquent, ces cellules ont le potentiel d'initier des réponses antivirales puissantes, mais
peuvent également jouer un réle important dans la promotion des mécanismes tolérogénes pour

réguler les réponses immunitaires.
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C- Les cellules dendritiques au cours de I’infection a VIH/SIV

L'infection par le VIH-1 se caractérise par la perte des lymphocytes T CD4 et l'incapacité a
contrdler l'infection. Des dysfonctions des cellules dendritiques et la perturbation de leur
homéostasie pourraient contribuer a l'incapacité de mettre en place des réponses immunitaires
efficaces spécifiques au VIH-1 et conduire a I’immunodéficience. Les cellules dendritiques
expriment les récepteurs cibles au VIH-1 (CD4, CCR5 et CXCR4) et sont en effet sensibles a
l'infection par le virus (Cameron et al. 1994; Yonezawa et al. 2003). Bien que permissives a
I’infection par le VIH-1, elles sont néanmoins plus restrictives a la réplication virale que les
cellules T CD4+ cibles (Smed-sorensen et al. 2005). Lors d’une transmission sexuelle du VIH-
1, les cellules dendritiques (cellules de Langerhans et les cDC mucosales) sont parmi les
premicres cibles du virus (Hladik et al. 2007). Les cellules dendritiques jouent un rdle crucial
dans les premiers événements de la transmission et dissémination du VIH-1 en transportant le
virus des sites périphériques vers les compartiments lymphoides. L'interaction entre cellules
dendritiques et lymphocytes T dans les tissus lymphoides est essentielle dans la génération des
réponses immunitaires. Or, dans l’infection par le VIH-1, cette interaction favorise un
microenvironnement contribuant a la réplication virale et a la transmission inter-cellulaire du
VIH-1 au niveau des synapses virologiques impliquant les récepteurs DC-SIGN des ¢cDC (Paul
U Cameron et al. 1992; Geijtenbeek et al. 2000; Pope et al. 1995). Les effets de I’infection sur
les fonctions des cellules dendritiques sont donc essentiels dans la mise en place de la

pathogengése virale.

a- Dysfonctions des cDC en faveurs de I’échappement du VIH-1

Les cDC isolées du sang et des tissus lymphoides affichent un niveau d’activation et un
phénotype de maturation partiels (Krathwohl, Schacker, and Anderson 2006a; Pope et al. 1995;
Sabado et al. 2013). Outre le virus lui-méme, le microenvironnement pro-inflammatoire et
immuno-modulateur in vivo contribue a ces défauts fonctionnels via ’action coordonnée de
facteurs solubles (IFN-I et TNF-a) sécrétés par les pDC sous 1’impulsion du virus (Fonteneau
et al. 2004). L’induction d’une réponse Treg dans les tissus lymphoides de patients VIH-1
médiée par les cDC semi-matures favorise un environnement tolérogéne inadapté a la réponse
antivirale (Krathwohl, Schacker, and Anderson 2006a). En outre, les cellules NK (Natural
Killers) sont incapables d’éliminer les ¢cDC semi-matures chez les patients VIH-1 positifs

(Tasca et al. 2003).
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La production accrue de la cytokine immuno-suppressive IL-10 par les ¢cDC semi-matures
confére une résistance a la lyse médiée par les cellules NK, ce qui entraine I'accumulation de
ces ¢cDC non-immunogenes qui sont incapable de stimuler la réponse T dans les ganglions
lymphatiques des individus infectés (Alter et al. 2010). L’origine des défauts de maturation et
d’activation des c¢cDC reste mal connue. Différentes études ont montré qu’une synergie de
mécanismes viraux et cellulaires comprenant I'absorption virale, le trafic intracellulaire et la
restriction de réplication pouvaient étre mis en jeu. Outre I’interaction avec les récepteurs CD4
et CXCRS, le virus est aussi susceptible d'étre endocyté par interaction avec le récepteur DC-
SIGN (Piguet and Steinman 2007). La détection du virus est limitée dans les compartiments
d’endocytose a cause du faible niveau d’activation et de maturation des récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) (récepteurs Toll-Like (TLR) ou les récepteurs
lectines de type C (CLR)) (Blanchet et al. 2010). Un moyen bien établi par lequel le VIH-1
échapperait a la reconnaissance immunitaire est I’absence de la protéine virale Vpx. Vpx, qui
est présente dans le VIH-2 et certaines souches du virus de I'immunodéficience simienne (SIV),
dégrade le facteur de restriction SAMHD1. En I'absence de Vpx, la protéine SAMHDI1 limite
la réplication virale au niveau de la transcription inverse en éliminant du cytoplasme le « pool »
des désoxynucléosides triphosphates (Goldstone et al. 2011; Lahouassa et al. 2013) mais limite
aussi la sécrétion des interférons de type I (IFN-I) et ainsi la réponse antivirale (Manel et al.
2010; Sunseri et al. 2011). D'autres facteurs contribuent aussi a la faible détection du VIH-1
dans les ¢cDC. TREXI1, une exonucléase qui dégrade 'ADN viral retro-transcrit dans le
cytoplasme, va empécher sa prise en charge par les PRR (N. Yan et al. 2010). Le facteur de
restriction TRIMS humain est moins efficace que son équivalent simien pour reconnaitre les
protéines de la capside virale (Stremlau et al. 2004). Des facteurs de restriction supplémentaires
pouvant limiter l'infection in vivo, tels que APOBEC3G (A3G), dont I’expression est
normalement modulée a la hausse dans les cDC en réponse a I'lFN de type I, ne peuvent exercer
leur fonction du fait de leur dégradation (Goncalves and Santa-Marta 2004) et du défaut de
maturation de ces cellules (Trapp et al. 2009). Des études complémentaires examinant le niveau
d’expression et les fonctions de ces facteurs de restriction pendant les premiers stades de
I’infection, chez les individus résistants a l'infection, (les patients VIH-1 « Elite Controllers »
ou les modéles simiens hotes naturels du SIV), pourraient étre d’un grand intérét dans la

compréhension des défauts d’activation et de maturation des cDC.
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b- Réle des ¢cDC dans la primo-infection par le VIH-1

Pendant les premiers jours de I’infection, juste aprés la phase d’éclipse virale, il y a une
augmentation transitoire des cytokines IL-15, IFN de type I et de la protéine IP-10, suivie d'une
seconde onde d'IL-6, IL-8, IL-18, IL-10, puis des secrétions ultérieures d’1L-12p70, IL-4, IL-5
et [IL-22 (Stacey et al. 2009). Malgré cette cascade de cytokines qui contribue a l'activation
immunitaire innée, les réponses adaptatives sont retardées et sont de moindre intensité (Jinghe
Huang et al. 2011; Turnbull et al. 2009). Les fonctions des cDC sont donc altérées des les
premiers stades de l'infection. Les travaux de Frleta D et al. (Frleta et al. 2012) montrent que
les cDC isolées chez des patients VIH positifs durant les étapes Fiebig I-1I et stimulées par les
agonistes des TLR7/8 avaient un défaut de production des cytokines IL-12 et TNF-a. De plus,
pendant ces stades Fiebig I et II, il a été montré une forte suppression de la capacité de
production d’IL-12p70, de TNF-a et d’IL-6 par les cDC en réponse a la stimulation des voies
TLR2, 3, 4, 7/8 (Frleta et al. 2012). Les plasma de patients VIH-1 positifs récolté lors de
premiers stades de 1’infection inhibe la capacité des cDC a activer les cellules NK et les
réponses lymphocytaires Thl (Frleta et al. 2012). En outre, aucune inhibition des fonctions de
sécrétion des cytokines par les cDC n'a eu lieu lors de 1'exposition de ces cellules aux plasma
de patients décrivant des infections aigu€s par les hépatites B ou C, ce qui signifie que les
dysfonctions des cDC sont relativement spécifiques a ’infection par le VIH-1 (Frleta et al.
2012). Cet inhibition de production de cytokines n'est pas directement médié par le virus. Les
composants non-viraux solubles dans le milieu extracellulaire contribuent a 1’altération des
fonctions des cDC, trés tot au cours de I’infection, et entravent la mise en place des réponses
immunitaires innées et adaptatives nécessaires pour contréler 1’infection a des stades précoces

(Frleta et al. 2012).

11 est important de souligner que ces résultats divergent par rapports a d’autres études montrant
une dysfonction plus modérée. La description de ces altérations immunitaires est le reflet de
différences dans la conception des expériences in vitro, en particulier la présence ou l'absence
des facteurs solubles immuno-modulateurs. De plus, certaines études ne définissent pas
clairement les stades durant lesquelles ont été échantillonnés les patients pendant la primo-
infection. Enfin, il est relativement rare d’accéder a des échantillons de patients pendant la
phase aigiie, soulignant les effectifs souvent faibles qui sont pris lors des études humaines et la

faible puissance statistique.
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Neéanmoins, les données obtenues suggerent qu'il existe une forte inhibition de la fonction des
cDC trés tot au cours de I’infection par le VIH-1, qui modifie, voire altére la mise en place de

réponses adaptatives robustes a ce moment critique de I’infection (Figure 10).
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Figure 10: Suivi cinétique de ’activation des cDC (ou mDC). Profil de la réponse cDC suite
aux stimulations des voies TLR durant les différents stades de la primo-infection VIH-1

(D’apres Miller E et al. 2013).

c- Les ¢cDC dans les réponses immunitaires chez les patients controleurs.

Une réponse immunitaire efficace permettant de controler I'infection par le VIH-1 est présente
chez les personnes infectées qui sont capables de restreindre la réplication du virus. Alors que
les lymphocytes T spécifiques au VIH-1 sont un des médiateurs caractéristiques du profil de
contrdle le plus étudié (Saez-Cirion et al. 2007), le role précis des cDC dans le développement
d’une réponse antivirale efficace conduisant au contrdle viral a long terme représente un champ

d'investigation peu élucidé.

Des études récentes ont montré que les ¢cDC des patients contréleurs ont des capacités
améliorées pour induire des réponses IFN de type I lors de I'exposition au VIH-1. Cela est
associé a une induction réduite du facteur de restriction SAMHDI ainsi qu’une plus grande
accumulation des ADN viraux retro-transcrits, dont I’ensemble est médié par le capteur

cytosolique cGAS (Cyclic GMP-AMP synthase) (Martin-Gayo & Yu, 2017).
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Cela aboutit a un meilleur niveau d’activation des cDC chez ces patients controleurs avec une
capacité accrue de maturation conduisant a une stimulation efficace des lymphocytes T CD4 et
CDS8 spécifiques au VIH-1 (Martin-Gayo et al. 2015; Potter et al. 2007; Vingert et al. 2012).
Enfin, les ¢cDC ont un impact critique sur l'activation et les fonctions cytotoxiques des cellules
NK (Natural Killers). La communication croisée entre les cDC et les cellules NK des patients
controleurs permet une réponse innée antivirale plus robuste avec une activité cytolytique des

cellules NK renforcée (Marras et al. 2013).

Des travaux par Huang et al. ont montré un profil singulier des cDC chez les patients
contrdleurs. Malgré une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL12p70, IL-6 et TNFa)
plus faible, les cDC induisent une plus forte présentation antigénique (J Huang et al. 2011). De
plus, une étude menée par Hamimi et al. démontre une capacité plus forte des cDC issus des
patients contréleurs a capturer les antigéne viraux (Hamimi et al. 2016). Cela pourrait conférer
une aptitude supérieure a la présentation antigénique, et donc une meilleure induction des

réponses immunitaires adaptatives pouvant contribuant au contréle du virus (Dinter et al. 2015).

Le phénotype des patients « Elite Controllers » est aussi associé a des facteurs
immunogénétiques. En effet, ce phénotype est associé a une fréquence accrue des alléles HLA-
B*57 et HLA-B*27, dits protecteurs, qui gouvernent I’immunité cellulaire antivirale. Sur le
plan mécanistique, les alleles HLA-B*57 et HLA-B*27 sont associés a des fonctions lytiques
améliorées des lymphocytes T CDS spécifiques au VIH-1 (Ndhlovu et al. 2013). Des études
récentes suggérent que 1’association entre le phénotype controleur et le polymorphisme
spécifique des molécules HLA classe I serait également liée aux affinités d’interactions entre
les alleles HLA classe I et les récepteurs LILR (leukocyte immunoglobulin-like receptors),
exprimés sur des cellules dendritiques. Ces récepteurs participent a la régulation des fonctions
des cDC au cours de I’infection par le VIH-1 (Lichterfeld and Yu 2012). Il a été montré qu’une
interaction faible entre le récepteur inhibiteur LILRB2 et I’alléle HLA-B*27 corrélait avec un
phénotype de contréle de la maladie (Bashirova et al. 2014). La modulation de 1’expression des
récepteurs de la famille LILR et leurs modes d’interactions avec les molécules HLA classe I

pourraient également impacter la régulation des fonctions des cDC.
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d- Les dysfonctions des cellules dendritiques dans le modéle primate non-
humain.

Afin d'élucider les mécanismes cellulaires de la pathogenése du VIH-1, l'utilisation du modéle
d'infection par le SIV des primates non humains mimant la physiopathologie de la maladie
humaine a apporté de nombreuses avancées. Il a été montré que les sous-populations des DC
(cDC1, cDC2 et cellules de Langerhans) chez les primates non-humains sont phénotypiquement
et fonctionnellement comparables aux DC humaines (K. N. Brown and Barratt-Boyes 2009;
Coates et al. 2003; Malleret et al. 2008). L’intérét majeur de ce modele est de pouvoir suivre,
des les premiéres heures post-infection, I’évolution de I’infection virale et les réponses
immunitaires qui y sont associées. Il a été montré que le virus pénétre la muqueuse vaginale
dans les 60 minutes suivant l'exposition au SIV, infectant principalement les cDC intra-
épithéliales, notamment les cellules de Langerhans. Les cellules infectées par le SIV sont
détectées dans les ganglions lymphatiques drainants dans les dix-huit heures suivant une
exposition intravaginale au SIV (Hu, Gardner, and Miller 2000). Le nombre de cDC circulantes
chute rapidement dans le sang (Malleret et al. 2008). Cette perte significative des cDC du sang,
trés tot dans ’infection, est un marqueur de progression rapide vers le stade SIDA. Chez les
animaux qui maintiennent une charge virale forte, la diminution des cDC est irréversible au
cours d'un suivi de 12 semaines. A contrario, les animaux stabilisant leur charge virale a un
niveau plus faible voient une augmentation significative du nombre de cDC dans le sang au
cours de la méme période (Barratt-Boyes and Wijewardana 2011). Outre la perturbation des
dynamiques cellulaires des cDC, leurs fonctions sont aussi altérées dans l'infection par le SIV.
Au cours de l’infection aigiie, les ¢cDC semi-matures s’accumulent dans les ganglions
lymphatiques. Elles présentent une faible expression des marqueurs HLA-DR et CD40, une
plus forte apoptose cellulaire et un défaut de sécrétion des cytokines IL-12p70. Ces
dysfonctions sont a I’origine d’une faible induction de la réponse lymphocytaire antivirale (V
Wijewardana et al. 2010; Viskam Wijewardana et al. 2014; Wonderlich et al. 2015b). De plus,
cette dérégulation fonctionnelle des cDC aboutit & I’induction de cellules T régulatrices (Treg)
a fonctions immunosuppressives dans les tissus lymphoides des macaques infectés par le SIV
(Presicce et al. 2012). Elle contribue aussi a une augmentation de la proportion de Treg CD8+
dans les muqueuses colorectales associée a des réponses antivirales altérées et a une progression

de la virémie (Nigam et al. 2010).
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Ces dysfonctions semblent se mettre en place trés tot dans 1’infection par le VIH-1/SIV et
favoriseraient I’échappement du virus a la mise en place d’une réponse immunitaire efficace.
Néanmoins, les mécanismes moléculaires qui sont a la base de cette réponse cellulaire
inefficace restent largement inconnus. Il est donc important d’identifier la nature et les fonctions
des médiateurs immuno-régulateurs qui pourraient contribuer a la mise en place des

dysfonctions des cellules dendritiques au cours de la primo-infection par le VIH-1.

I11- La famille multigénique des récepteurs LILR

Les fonctions des cellules du systéme immunitaire sont finement contrdlées par un réseau
complexe de signaux activateurs et inhibiteurs. Ces signaux constituent la base de 'homéostasie
immunitaire grice a une combinaison de signaux provenant de I’interaction de récepteurs de
surface avec leurs ligands. La transduction, via les intermédiaires intracellulaires, va aboutir a
la transcription des génes cibles spécifiques (Daéron et al. 2008). Historiquement, les études
sur le systéme immunitaire ont été largement concentrées sur les voies activatrices en réponse
aux antigeénes pathogenes. Cependant, il est devenu de plus en plus évident que les cellules
immunitaires mettent en place des mécanismes d’inhibition formant des points de contrdle
(Immune checkpoints) dans les fonctions de différenciation, maturation, adhésion, migration et
libération des médiateurs solubles (Cooper MD. 2008; Dyck and Mills 2017). Une grande partie
des études sur les récepteurs inhibiteurs se sont focalisées sur les cellules NK, les lymphocytes
B et T (Moretta et al. 1996; Ravetch and Lanier 2000). Cependant, au cours des derniéres
années, différentes études ont montré que les cellules myéloides (macrophages/monocytes,
cellules dendritiques), les neutrophiles, les €osinophiles et les mastocytes, expriment des
récepteurs d’une famille multigénique appelés LILR (leukocyte immunoglobulin-like
receptors) (Hudson and Allen 2016). Celle-ci comprend des membres activateurs et inhibiteurs
(Figure 11). L'accent sera mis sur les descriptions structurales et fonctionnelles des récepteurs

LILR inhibiteurs dans les phénomeénes de pathogenése au cours de I’infection par le VIH-1.
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Figure 11: Profil d'expression cellulaire des LILR. Expression des différents récepteurs
LILR (présentée en bleue) sur les cellules du systéme immunitaire ainsi que sur les cellules
souches hématopoiétiques (cDC : cellules dendritiques classiques ; pDC : cellules dendritiques
plasmacytoides ; moDC : cellules dendritiques dérivées de monocytes) (D’apres Hudson and

Allen 2016).

A- Une organisation structurale et fonctionnelle qui distingue deux groupes
de LILR

La famille des récepteurs LILR, également connus sous le nom de LIR (leukocyte
immunoglobulin-like receptor) ou ILT (Ig-like transcripts) ou CD85, regroupe 11 récepteurs,
dont LILRA3 qui existe uniquement sous forme soluble (Torkar et al. 2000). Les génes codant
pour les LILR sont localisés dans le complexe des récepteur des leucocytes (LCR) dans la
région q13.4 du chromosome 19 a proximité des génes K/R (Barrow and Trowsdale 2008). La
famille des récepteurs LILR peut se diviser en trois groupes sur la base de leur structure : les
LILRA (LILRA1-A2, et A4-A6), les LILRB (LILRB1-5) et le récepteur soluble, LILRA3
(Figure 12).
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Figure 12: Schéma représentant les récepteurs de la famille LILR. Les domaines Ig domain
extracellulaires correspondent aux domaines de liaison avec les ligands HLA classe . Le résidu
arginine permet 1’association des LILRA avec la molécule adaptatrice FceRIy qui contient des
motifs ITAM (montrer). Les LILRB contiennent des domaines intracellulaires longs avec des

motifs ITIM (D’apres Brown et al. 2004).

a- Les domaines intracellulaires définissent deux groupes de LILR

Les LILRA posseédent 2 a 4 domaines extracellulaires pour la liaison avec leurs ligands suivis
d’un domaine transmembranaire contenant un résidu d'arginine chargé positivement et enfin
d’un domaine intracytoplasmique court. En s’associant avec des protéines adaptatrices telles
que FceRly au niveau intracytoplasmique, les LILRA peuvent induire une cascade de signaux
intracellulaires d’activation suite a l’interaction avec leur ligand. Les protéines FceRly
comportent dans leur partie intracellulaire des motifs dits ITAM (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif), qui possédent une séquence peptidique conservée de la forme :

YxxI/Lxg.12 YxxI/L.

La liaison du récepteur avec son ligand induit la dimérisation du récepteur puis la
phosphorylation par la kinase Src du résidu Tyrosine situé¢ dans les motifs ITAM suivi du
recrutement et de I'activation des tyrosines kinase Syk (spleen tyrosine kinase). Cela déclenche
une cascade de signaux activateurs aboutissant a la mobilisation calcique et 1’activation des

voies NF-«kB (Ivashkiv 2009), médiateurs de 1’activation fonctionnelle des cellules (Figure 11).

Les LILRB quant a eux posseédent 2 a 4 domaines extracellulaires. Au niveau de cette partie
extracellulaire va s’effectuer la liaison avec les ligands respectifs. Les LILRB se différencient

des LILRA au niveau de leurs domaines intracellulaires.
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La partie cytoplasmique est formée par 2 a 4 motifs ITIM (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif) avec une séquence d’acides aminés conservée S/I/V/LxYxxI/V/L (Daéron et
al. 1995). Les changements de conformation induits par la liaison du ligand avec le récepteur
provoquent la dimérisation du récepteur et la phosphorylation du résidu Tyrosine des motifs
ITIM par la kinase Src. Cela permet le recrutement des phosphatases SHP-1 et SHP-2 qui se
lient aux motifs ITIM phosphorylés via leur domaine SH2 (Katz 2000). Les voies de
signalisation inhibitrices en aval demeurent mal connues, bien que les substrats caractérisés de
SHP-1 incluent la tyrosine kinase Syk, les kinases Src, ZAP70, Lyn, PI3K et la PLC-y qui
jouent un role important dans les voies d’activation cellulaires (Kang et al. 2015). Cette
régulation négative permet de parer aux risques oncogenes que présente 1’activation systémique
des voies NF-kB et module négativement la prolifération cellulaire et la production des
cytokines (TNF-a et [IFN-y) au cours des réponses immunitaires (Saverino et al. 2000) (Figure
13).

Ligation of inhibitory LILR

Ligation of activating LILR

of an ITAM

‘ ITAM domains
. ' ITIM domains

Activates tyrosine Kinases

Figure 13: Les mécanismes d’activation et d’inhibitions des LILRs via les motifs ITAM et
ITIM (Brown et al. 2004).
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b- Les ligands des récepteurs LILR

Les récepteurs de la famille de LILR possédent de multiples ligands. Les premicres études ont
montré la liaison aux molécules du complexe majeur de I'histocompatibilité humaine I (HLA
classe I ou HLA-I). Les premiers LILR étudiés, LILRB1 et LILRB2 ont été initialement décrits
comment étant capables de se lier aux molécules HLA classe I classiques (HLA-A, HLA-B,
HLA-C) et non classiques (HLA-G pour LILRB1/2 et HLA- E pour LILRBI uniquement)
(Colonna et al. 1998; Jones et al. 2011; Navarro et al. 1999). La liaison de LILRB1 et/ou
LILRB?2 avec ses ligands HLA-I peut se faire par des interactions en ¢rans mais aussi en cis
(Held and Mariuzza 2008; Masuda et al. 2007). LILRB1 se lie exclusivement aux molécules
HLA-I associées a la sous-unité f2m. En revanche, LILRB2 se lie aux formes associées ou non
a la B2m (Shiroishi et al. 2003). La liaison de LILRB2 avec les molécules HLLA classe I se
produit principalement a travers les domaines D1 et D2 du récepteur qui se lient respectivement
avec les sous-unités a3 et f2m des molécules HLA classe I (Willcox, Thomas, and Bjorkman

2003).

Selon les variations alléliques des molécules HLA classe I, celles-ci peuvent impacter la liaison
HLA-I/peptide viral qui vont induire a des affinités de liaisons différentes pour le récepteur
LILRB2. Il a été suggéré que les sites de liaisons secondaires au niveau des domaines D3 et D4
de LILRB2 peuvent contribuer a des variations dans la force de liaison avec certains alléles
HLA-I. Cela conduit a une amplification des signaux inhibiteurs qui aboutit a une altération des
capacités de présentation antigénique des cellules dendritiques (Lichterfeld et al. 2007a) (Figure
14).

Des études ultérieures ont montré que les récepteurs LILRB pouvaient se lier a d'autres ligands
tels que les molécules de la famille des angiopoiétine-like (ANGPTL) (M. Deng et al. 2014).
LILRB2 peut aussi se lier aux protéines B-amyloide oligomeéres, aux protéines de myéline
Nogo, aux glycoprotéines associées a la myéline (MAG) et a la glycoprotéine
oligodendrocytaire de la myéline (OMgp) (Kim et al. 2013). LILRB1 reconnait la proté¢ine UL-
18 produite par le cytomegalovirus humain (HCMV). Celle-ci a des similarités de structure
avec les molécules HLA classe I mais se lie avec une avidité trés élevée a LILRB1 (Chapman,
Heikeman, and Bjorkman 1999; Z. Yang and Bjorkman 2008). Les récepteurs LILRAT et
LILRA3 quant a eux se lient aux molécules HLA-I classiques avec une affinité¢ réduite et

montrent une liaison préférentielle pour le ligand HLA-C (Ryu et al. 2011).
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En outre, Hirayasu et al. ont montré que le récepteur LILRA2, exprimé par les neutrophiles et
les monocytes, se lier aux immunoglobulines clivés par les protéase de différentes souches
bactériennes en favorisant une réponse cellulaire antibactérienne (Hirayasu et al. 2016). D’autre
part, le récepteur LILRA4 qui est spécifiquement exprimé par les pDC reconnait la molécule
CD317 (BST2, Tetherin). Cette interaction joue un role important dans la maturation cellulaire
et la régulation des fonctions des pDC (Cao 2006; Cao et al. 2009; Tavano et al. 2013). A ce
jour, aucun ligand n’a pu étre caractérisé pour certains LILR, notamment LILRB4, LILRAS et

LILRAG6 (van der Touw et al. 2017).

Cytoplasm T Ce“

Membrane \|

Membrane //

Cytoplasm i DC

Figure 14: Site de liaison en trans entre le récepteur LILRB2 des cellules dendritiques

avec les ligands HLA classe I des cellules T (Lichterfeld and Yu 2012).

c- Les orthologues des récepteurs LILR chez les mod¢les murins et
s1miens.
En 1997, une étude chez la souris a permis d’isoler plusieurs clones d'ADNc codant pour une
nouvelle famille de génes de récepteurs murins, les génes paired immunoglobulin (Ig)-like
receptors, PIR-A et PIR-B exprimés par les monocytes/macrophages, granulocytes, les cellules
dendritiques, les mastocytes mais aussi par les cellules B (H Kubagawa, Burrows, and Cooper

1997; Hiromi Kubagawa et al. 1999).
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PIR-A et PIR-B ont été proposés comme parents proches des récepteurs LILR humains en
raison de leur homologie de séquences, mais ils en restent toutefois ¢loignés en terme de
structure et de distribution tissulaire (Takai 2005). Selon les études, le récepteur PIR-B a été
attribué comme corolaire de LILRB2 ou LILRB3 (Kim et al. 2013; Ma, Pan, and Eisenstein
2011). Or on peut relever des différences notables. En effet, LILRB2 et LILRB3 ne sont pas
exprimés sur les cellule B chez I’homme (van der Touw et al. 2017). En outre, PIR-B est une
glycoprotéine transmembranaire avec six domaines Ig-like extracellulaires, un segment
transmembranaire, et une partie intracellulaire contenant quatre domaines ITIM. La présence
de 5 génes LILRB chez ’homme et un seul équivalent chez la souris suggére une évolution
phylogénétique plus complexe, signe d’une régulation plus fine des réponses immunitaires par

les LILR chez les primates.

Une étude menée par Slukvin et al. a identifi¢ différents génes LILR chez les macaques rhésus
présentant de fortes homologies avec leurs orthologues humains. Du point de vue structural, on
retrouve des récepteurs LILRB et des LILRA qui possédent comme chez ’homme 2 a 4
domaines immunoglobulines dans la partie extracellulaire. Dans la partie intracellulaire, les
LILRB contiennent des motifs ITIM alors que les LILRA possédent des résidus Arginine au
niveau transmembranaire. Un récepteur soluble orthologue de LILRA3 humain a également été

caractérisé (Slukvin et al. 2006) (Figure 15).

L’identification d’une famille de récepteurs LILR chez le macaque, présentant de trés fortes
homologies avec les molécules retrouvées chez I’homme, permet d’en faire un modéle de choix
pour étudier les fonctions immuno-régulatrices des récepteurs LILR au cours de la mise en

place des réponses immunitaires.
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rhesus:  Mm-LILRAa  Mm-LILRAb  Mm-LILRAc  Mm-LILRAd Mm-LILRAe Mm-LILRBa Mm-LILRBb Mm-LILRBc
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Figure 15: Représentation schématique de la structure des Mm-LILR du macaque rhésus
(Macaca mulatta) et de leurs orthologues humains les plus proches. L'homologie des
séquences entre LILR simien et humain a été calculée en comparant la séquence d’acide aminé

compléte pour chaque molécule LILR (D’apres Slukvin 11 et al. 20006).
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B- Role immuno-modulateur des récepteurs LILR dans les réponses
immunitaires et les pathologies

Compte tenu de leur large distribution cellulaire et de leurs fonctions immuno-régulatrices, les

récepteurs LILR sont impliqués dans différentes pathologies humaines.

a- Le role des récepteurs LILR dans le microenvironnement tumoral

Les interactions entre les cellules cancéreuses malignes et les cellules myéloides dans le
microenvironnement tumoral sont essentielles pour comprendre le développement de nouvelles
immunothérapies anti-cancéreuses. Parmi les mécanismes impliqués dans la régulation des
réponses immunitaires anti-cancéreuses, le role des récepteurs LILR a été démontré dans de
nombreux cas de cancers (Zhang et al. 2015). Pour les cancers colorectaux, 1’échappement
tumoral a été associé a une diminution du nombre des cellules dendritiques qui présentent une
expression exacerbée du récepteur inhibiteur LILRB4 (Orsini et al. 2014). Par ailleurs, les
patients atteints de cancers bronchiques présentent des sous-populations de cellules myéloides
suppressives LILRB4(hi) en expansion qui corrélent avec un taux de survie plus court. A
contrario, les patients, dont les sous-populations de cellules myéloides suppressives
LILRB4(hi) sont stables ou en rétractation, présentent un meilleur diagnostic pour ces cancers
bronchiques (de Goeje et al. 2015). Dans les carcinomes colorectaux, les macrophages avec une
expression ¢levée de LILRB4 sont plus fortement présents dans les ganglions lymphatiques
infiltrés par des cellules tumorales. D’un point de vue fonctionnel, cette forte expression altére
I’activation immunitaire induisant une anergie des lymphocytes T. La différenciation de cellules
T CD8 suppressives dans le microenvironnement tumoral et dans les ganglions sentinelles

favorise la tumorogenése (Kim-Schulze et al. 2006).

L'interaction entre les ligands et les récepteurs LILRB des cellules myéloides impliquées dans
la présentation antigénique peut étre utilisée par les cellules tumorales pour échapper a la
surveillance immunitaire (Kang et al. 2016). L'engagement du ligand ANGPTL2 avec LILRB2
joue un réle clé dans la transition mésenchymateuse épithéliale au cours de la carcinogenése
pancréatique (Carbone et al. 2015). Ainsi, les co-expressions élevées des ligands ANGPTL2 ou
ANGPTLS et de LILRB2 révélent un niveau élevé de métastase dans les ganglions
lymphatiques et un taux de survie global plus court chez les patients atteints de cancers du
poumon. Parmi les mécanismes mis en jeu, les ligands naturels ANGPTL exprimés ou sécrétés
par les cellules tumorales peuvent se lier a certains récepteurs LILRB ce qui va aboutir a une

tolérance immunitaire avec induction de cellules T régulatrices.
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Par conséquence, se met en place une suppression de l'activation des lymphocytes T et des
fonctions cytolytiques des lymphocytes T CD8. L’ensemble favorise la progression tumorale

(Wang et al. 2015).

b- Action des récepteurs LILR dans I’auto-immunité

Différents LILR se sont révélés étre associés a des maladies auto-immunes humaines telles que
le Lupus érythémateux disséminé (LED), la Polyarthrite rhumatoide (PR) et la Sclérose en
plaques (SEP). Une plus faible activité inhibitrice de LILRB1 sur les lymphocytes T et une
expression diminuée sur les cellules B a ét¢ observée chez les patients atteints de LED par
rapport a des donneurs sains (Monsivais-Urenda et al. 2007). Cela abolit les mécanismes de
tolérance et aboutit & une forte réponse inflammatoire (Figueroa-Vega et al. 2006). Outre
LILRBI1, le récepteur LILRB4 exprimé a la surface d’une sous-population de plasmocytes
associ¢e a une production d’auto-anticorps est aussi décrit chez les patients atteints de LED
(Inui et al. 2016). Par ailleurs, dans la polyarthrite rhumatoide les cellules inflammatoires
infiltrant le tissu synovial sont significativement diminuées chez les patients qui répondent
favorablement au traitement anti-rhumatoide, via l'inhibition partielle de la production de TNF-

o médié¢e par LILRA2 (Huynh et al. 2007).

L’allele HLA-B*27, associé a différentes pathologies inflammatoires, est décrit comme
favorisant les interactions avec le récepteur LILRB2 (mais pas LILRBI1) dans les
spondylarthrites rhumatoides (Kollnberger et al. 2002). L’hypothése serait que 1’interaction
exacerbée de LILRB2 avec HLA-B*27 pourrait conduire a un défaut de réponse des cellules
présentatrices d’antigénes (Anderson and Allen 2009). Autre trouble inflammatoire du cerveau
et de la moelle épiniére, la SEP se caractérise par une infiltration lymphocytaire entrainant des
1ésions de la myéline et des axones. Or LILRA3, seul récepteur exprimé uniquement sous forme
soluble, présente des délétions de séquences qui sont associées a un développement de SEP plus
précoce (Koch et al. 2005). Ce méme récepteur LILRA3 dans sa forme compléte a été décrit
comme un facteur de susceptibilité¢ génétique dans le Syndrome de Sjogren associé¢ a des
concentrations d’auto-anticorps plus élevées et un plus grand risque de leucopénie (Du et al.
2015). Ainsi, outre les défauts d’expression des récepteurs LILR dans les pathologies
inflammatoires, les polymorphismes des génes LILR peuvent étre des marqueurs de sévérité

dans les pathologies auto-immunes.
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c- Les récepteurs LILR dans la tolérance aux greffes d’organes

Dans les transplantations d'organes, la modulation des réponses immunitaires par les récepteurs
LILR est associée a une meilleure acceptation des greffons. En effet, chez certains patients
transplantés on retrouve une expression plus forte de LILRB2 et LILRB4 sur les monocytes et
les cellules dendritiques conférant un phénotype tolérogéne a ces cellules présentatrices
d’antigenes (CPA) (Benito et al. 2008). L’augmentation de LILRB2 et LILRB4 sur les CPA
est associée a une réduction de I'expression des molécules de co-stimulation CD80 et CD86
ainsi qu’a une capacité accrue a induire et conduire I’expansion des cellules T régulatrices
favorable a la mise en place d’un environnement tolérogéne (C. C. Chang et al. 2002). Cela est
notamment décrit chez des patients ayant subi des transplantations cardiaques, rénales et
hépatiques (Ciubotariu et al. 2001; Colovai et al. 2003). LILRB1 et LILRB2 sont également
décrits comme favorisant la tolérance aux greffes d’organes en se liant aux molécules du HLA
classe I non-classiques, HLA-G. En effet, des niveaux élevés de HLA-G sont corrélés
positivement avec une meilleure acceptation du greffon chez les patients ayant subi une greffe
rénale (Qiu et al. 2006). L'engagement de LILRB1 et LILRB2 avec les molécules HLA-G
membranaires ou solubles est associ¢ a une diminution de la prolifération lymphocytaire et une
augmentation des populations régulatrices Treg (Naji et al. 2007; Ristich et al. 2007). La liaison
de LILRB1/2 avec HLA-G régule aussi la sécrétion des cytokines I1L-6 (diminuée), IL-4 et IL-
13 (augmentées) entrainant l'inhibition de la réponse des lymphocytes T alloréactifs pour
prolonger la tolérance des greffes cutanées (W. Zhang et al. 2008). Une étude récente menée
par Kostlin et al a mis en évidence que I’activation de LILRB2 suite a sa liaison avec la
molécule HLA-G soluble entrainent une accumulation et une activation des cellules my¢éloides
suppressives (MDSC) qui possédent un rdle bénéfique dans la tolérance materno-foetale

(Kostlin et al. 2017).

d- Les récepteurs LILR dans les pathologies infectieuses

En raison de leurs propriétés immuno-modulatrices, les récepteurs LILR peuvent agir comme
médiateurs entre les réponses immunitaires innées et adaptatives lors des infections
bactériennes ou virales. L'analyse génétique de biopsies cutanées chez les patients atteints de
Lépre 1épromateuse a montré que de multiples membres de la famille LILR, en particulier

LILRAZ2, sont fortement exprimés dans ce contexte infectieux.
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Au lieu d’une cascade pro-inflammatoire médiée par la production d’IL-12, I’induction
d’expression de LILRA2 dans les tissus lépromateux altére 1'équilibre cytokinique aboutissant
a une forte sécrétion d’IL-10 qui inhibe I’activation des voies TLR dans les monocytes. Ce
relais cytokinique en faveur d’IL-10 aboutit & une réponse innée antimicrobienne

inefficace (Bleharski et al. 2003).

L'infection parasitaire par Plasmodium falciparum peut entrainer une malaria dont les formes
graves sont associées a un défaut des réponses immunitaires médiées par la production élevée
de cytokines pro-inflammatoires (Clark et al. 2006). Chez des patients atteints d'un paludisme
séveére, la forte expression du récepteur LILRB1 a la surface des cellules B et T corréle avec
une apoptose plus forte de ces cellules qui aboutit a une réponse pro-inflammatoire anarchique
(Kalmbach et al. 2006). Par ailleurs, dans des modéles in vitro d’infections bactériennes par
Salmonella typhimurium, LILRB2 et LILRB4 sont induits & la surface des cellules dendritiques.
Ces cellules présentatrices d’antigénes présentent un profil anergique avec un défaut de leur
fonction de stimulation de la réponse lymphocytaire, et une plus forte production de cytokines
immunosuppressives, notamment d’IL-10, limitant la réponse inflammatoire antibactérienne

(Brown et al. 2009).

Parmi les infections virales, le role de LILRB1 dans I’infection par le Cytomégalovirus (CMV)
a ¢été tres étudié. En effet le CMV produit une glycoprotéine de surface appelée UL-18,
homologue aux molécules HLA classe I, mais qui se lie avec une avidité mille fois plus forte
au récepteur LILRB1 (Saverino et al. 2004). De plus, l'infection par le CMV corréle avec un
niveau élevé d’expression de LILRBI1 dans les transplantations pulmonaires. A ce titre, LILRB1
a été proposé comme biomarqueur pronostic dans le cadre des infections CMV chez les patients

ayant subi une transplantation pulmonaire (Berg et al. 2003).

D’autre part, LILRB1 est également impliqué dans la pathogenése du virus de la dengue. Le
virus de la dengue faiblement opsonisé par les anticorps anti-DENV se lie aux récepteurs
LILRBI1, ce qui entraine une inhibition de la signalisation des récepteurs activateurs FcyR
aboutissant a une régulation négative des genes stimulés par les IFN de type I (ISG). Le virus
de la dengue peut ainsi se répliquer et disséminer vers les cellules cibles voisines (Chan et al.
2014; Nimmerjahn and Lux 2014). Cependant, le ligand spécifique du virus de la Dengue

interagissant avec LILRB1 n’est toujours pas identifié.
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Au cours de I'infection chronique par le VIH-1, les sous-populations de lymphocytes T CD8
qui expriment LILRBI posseédent un profil cytotoxique immature, sont plus prompts a
I’apoptose cellulaire et présentent une inhibition de production de ’IFN-y (Ince et al. 2004).
Sur le versant de la réponse immunitaire innée, 1’infection par le VIH-1 permet des interactions
fortes entre les ligands HLA classe I et le récepteur LILRB2 qui va induire la transduction de
signaux inhibiteurs dans les cellules dendritiques. Cela conduit a un défaut de maturation
cellulaire et & une capacité de présentation antigénique plus faible par les cDC (Huang et al.
2009; Lichterfeld et al. 2007). Ces mécanismes et dysfonctions seront décrits plus en détail dans

le paragraphe qui suit.

C- Role des récepteurs LILR dans I’infection par le VIH-1

Chez la grande majorité des individus, l'infection par le VIH-1 entraine une déficience
immunitaire progressive, qui, lorsqu'elle n'est pas traitée, progresse vers le stade SIDA.
Cependant, la rapidité avec laquelle la maladie progresse dépend d'une interaction étroite entre
différents mécanismes immuno-modulateurs et des caractéristiques immunogénétiques
spécifiques aux différents patients (Keiter et al. 2010). Des études multiples sur le lien entre les
récepteurs LILR et leurs ligands HLA classe I démontrent une implications etroites dans les
dysfonctions immunitaires associées au VIH pouvant influencer de maniére critique la

progression de la maladie.

a- Interactions entre les ligands HLA-I et les récepteurs LILR :
déterminants génétiques sur la pathogenese virale

L'influence des alleles HLA classe I dans la progression virale a été démontrée pour les alléles
HLA-B*57 (Migueles SA et al. 2000) et HLA-B*27 (den Uyl, van der Horst-Bruinsma, and
van Agtmael 2010), qui représentent certains des marqueurs fort d’une progression faible de la
maladie. De plus, ces alléles sont statistiquement enrichis chez les patients « Elite Controllers »
(Zaunders and Van Bockel 2013). Des études récentes ont montré une grande variabilité dans
les forces de liaison entre les molécules HLA-I et LILRB2. Une liaison de faible affinité entre
LILRB?2 et les alléles dits protecteurs HLA-B*57 et HLA-B*27 a été¢ démontrée (Jones et al.
2011). Du point de vue fonctionnel, une interaction faible entre ces alléles protecteurs HLA-I
et LILRB2 est corrélée avec un meilleur contréle de la charge virale et une meilleure capacité
de présentation antigénique par les cDC (Bashirova et al. 2014). En revanche, les alléles HLA-

B*35 sont associés a une progression accélérée de la maladie du VIH-1 (Gao et al. 2001).
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Un tel effet des polymorphismes des alléles HLA classe I sur la reconnaissance par les

récepteurs LILR a été démontré.

Des études antérieures ont montré que, selon la mutation d’un acide aminé dans la poche de
reconnaissance peptidique, les isotypes Px et Py des alleles HLA-B*35 peuvent avoir des
influences opposées sur la progression de la maladie. L’isotype HLA-B*35-Px représente 1'un
des facteurs de prédiction les plus forts d’une progression accélérée de la maladie, alors que
I’isotype HLA-B*35-Py semble n’avoir aucune influence sur la progression de la maladie (Gao
et al. 2001, 2005). Néanmoins Huang et al. ont montré que, contrairement aux isotypes HLA-
B*35-Py, les molécules HLA-B*35-Px se lient plus fortement au récepteur LILRB2 exprimé
sur les cellules dendritiques (Huang J et al. 2009). La reconnaissance préférentielle des isotypes
HLA-B*35-Px par le récepteur LILRB2 se traduit par une fonction de présentation antigénique
et une capacité de sécrétion cytokinique par les cDC plus faibles. Ces données suggérent que
les sous-types HLA-B*35-Px induisent une progression de la maladie en augmentant
l'inhibition fonctionnelle des cDC, médiée par le récepteur LILRB2. Par ailleurs, un
polymorphisme génétique identifi¢ 35 kb en amont du géne HLA-C synthétise un variant de
cette molécule (-35C) qui est fortement exprimé a la surface des lymphocytes T et aussi associé
a une progression retardée de l'infection par le VIH-1 (Thomas et al. 2009). Cette expression
plus élevée des molécules HLA-C (-35C) corréle avec un meilleur contréle de la charge virale,
une moindre déplétion des lymphocytes T CD4 et une plus faible progression vers le stade
SIDA. Outre les variations alléliques, les modifications de conformation de la molécule HLA-
C régissent son interaction avec les récepteurs LILR. Les formes libres, sans sous-unité f2m du
ligand HLA-C, présentent des affinités de liaison accrues aux récepteurs LILRB2, LILRA1 et
LILRA3 (Jones et al. 2011). Il est donc possible que les modulations des interactions entre les
ligands HLA-C et les récepteurs LILR soient fonction non seulement de variations alléliques
mais aussi de modifications conformationnelles de la molécule HLA-C. Cela pourrait donc
constituer de nouveaux mécanismes déterminants dans 1’immuno-modulation des réponses

antivirales.

b- Impact des mutations virales d’échappement sur I’interaction entre les
molécules HLA classe I et les récepteurs LILR

Dans les phases précoces de I’infection, la capacité du VIH-1 a échapper avec succes aux
mécanismes de défense immunitaire est en grande partie liée a 1’induction de mutations

d’échappement malgré la pression ¢élevée exercée par les lymphocytes T CD8 sur Ia
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reconnaissance des peptides viraux mutants (Fischer et al. 2010). Lichterfeld et al. ont apporté
des preuves suggérant un impact des mutations des séquences virales sur 1’interaction entre les

ligands HLA classe I et les récepteurs de la famille LILR.

Une mutation du peptide viral KK10 (géne gag) reconnu par 1’épitope HLA-B*2705 des
lymphocytes T CDS8 cytotoxiques abroge la réponse cytotoxique spécifique, trés tot dans
I’infection, aboutissant & des charges virales plus élevées et a une progression plus rapide de la
maladie (Lichterfeld et al. 2007a). En effet, le complexe HLA-B*2705/peptide viral mutant
aboutit a une plus grande affinité de liaison avec le récepteur LILRB2 exprimé a la surface des
c¢DC. Ces cDC présentent alors un phénotype tolérogéne avec un défaut de maturation et des
fonctions de co-stimulation affaiblies. Des études ultérieures ont démontré que les interactions
entre les molécules LILRB2 et HLA classe I, médiées par des peptides viraux mutants, se
produisent également pour divers isotypes des molécules HLA classe I. Des mutations aux
niveaux des épitopes HLA-A*11, HLA-B*08 ou HLA-B*07, portés par les lymphocytes T CD8
cytotoxiques spécifiques, entrainent une plus forte affinité de ces ligands avec le récepteur
LILRB2 exprimé sur les cellule myéloides (Yang et al. 2010). Ces données suggerent que la
diversification mutationnelle du virus dans les premicres phases de I’infection joue un réle dans
les défauts d’interaction des complexes HLA classe I avec les TCR des cellules T CD8 et dans
le méme temps augmente leur affinité avec les récepteurs LILRB2 favorisant ainsi

I’échappement du virus.

c- Role des LILRs sur la régulation des réponses immunitaires induites au
cours de I’infection par le VIH-1

Des preuves croissantes suggerent que les récepteurs LILR jouent un réle important dans la
régulation de l'activité des cellules dendritiques au cours de l'infection par le VIH-1. Les
patients infectés, montrant une progression rapide de la maladie, présentent un phénotype de
c¢DC immature associé a une forte expression du récepteur LILRB2 et une expression faible de
LILRA1 (Huang et al. 2010). Cette augmentation d’expression du récepteur LILRB2 semble
étre induite par l'augmentation des concentrations plasmatiques de la cytokine
immunosuppressive IL-10 (Vlad et al. 2003). De plus, I’expression élevée de LILRB2 observée
sur les cDC pendant l'infection par le VIH est associée a une augmentation des concentrations
plasmatiques des molécules HLA classe I solubles. Ces formes solubles des ligands HLA-I sont

capables de se lier a LILRB2 et induire des signaux inhibiteurs dans les cDC.
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De faibles taux de molécules HLA-I solubles sont retrouvés dans les plasma des patients
« Elites Controllers » tandis que des concentrations plus fortes corrélent avec une progression

de la maladie chez les patients virémiques (Huang et al. 2010; Puppo et al. 1994).

L’utilisation d’ARN d’interférence inhibant I’activation du récepteur LILRB2 dans les cDC
chez des patients infectés par le VIH-1, a permis de mettre en évidence son role lors de
I’interaction avec les ligands HLA classe | membranaires ou solubles. La liaison LILRB2/HLA-
I est responsable d’une inhibition de la maturation fonctionnelle, d’une incapacité¢ de
présentation antigénique et d’un défaut de production de cytokines (IL12p70 ; IL6 ; TNF-a) en
réponse a des stimulations des voies TLR7/8 (Huang et al. 2010; Huang et al. 2012).

Contrairement aux patients qui progressent dans I’infection par le VIH-1, Huang et al. ont décrit
une expression plus forte des récepteurs LILRB1 et LILRB3, mais pas de LILRB2 chez les
patients dits « Elite Controllers ». Une inhibition, par ARN interférent, de ’activation de
LILRB1 et LILRB3 a entrainé une diminution des propriétés de présentation antigéniques et
une faible stimulation de la réponse lymphocytaire T par les cDC (J Huang et al. 2010). Bien
que LILRB1, LILRB3 et LILRB2 soient tous les 3 associés a des motifs ITIM inhibiteurs, ces
résultats suggérent que les fonctions des récepteurs LILRB pourraient jouer des roles opposés

dans la régulation des réponses immunitaires contre le VIH. (Barrow and Trowsdale 20006).

Au cours des dernieres années, des progres significatifs ont été réalisés dans la compréhension
des mécanismes complexes qui régulent les défenses immunitaires contre le VIH-1 et
déterminent la vitesse de progression de la maladie ou son contrdle naturel. La plupart de ces
études ont porté sur 'activité immunitaire médiée par les lymphocytes T et B. Cependant, il est
maintenant de plus en plus clair que les caractéristiques fonctionnelles des cellules dendritiques
classiques sont étroitement liées a I’échappement du virus. Les récepteurs LILR jouent un réle
essentiel dans la régulation des cellules dendritiques selon leur niveau d'expression ainsi que
leurs interactions spécifiques avec les ligands HLA classe 1. L’identification de nouveaux
ligands, des cinétiques d’expressions cellulaires des LILR, mais aussi la diversité génétique
régissant l'interaction LILR/HLA-I ainsi que les mécanismes de transduction des signaux
cellulaires pourraient permettre une compréhension plus compléte des fonctions immuno-
modulatrices des LILR dans la mise en place des dysfonctions des cDC au cours de I’infection

par le VIH-1.
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Les cellules dendritiques classiques (cDC) sont des cellules présentatrices d’antigénes
professionnelles (CPA) qui jouent un rdle crucial dans I’induction et I’organisation des réponses

immunitaires adaptatives dirigées contre les agents infectieux (Banchereau et al. 2000).

Dés la primo-infection par le VIH-1, il existe une diminution des cDC circulantes mais aussi
une dysfonction de leur capacité de présentation antigénique qui est inhibée (Donaghy et al.
2003 ; Huang et al.2011). Leur production de cytokines (IL12p70 ; IL-6 ; TNF-a) est également
altérée et perdure au cours de I’infection (Frieta et al. 2012). Cette inhibition des propriétés de
présentation antigénique ainsi que de production de cytokines dés le début de I’infection par le
VIH-1 pourrait conduire a un défaut d’induction de la réponse immunitaire adaptative a un
moment critique. Bien que les données de ces études suggerent que les dysfonctions des cDC
induites au cours de I’infection par le VIH-1 et le SIV (Wijewardana et al. 2014) participeraient
a la progression de la maladie, les mécanismes moléculaires qui gouvernent ces dysfonctions

restent mal compris.

A ce titre, la molécule LILRB2 joue un role important dans la régulation des ¢cDC suite & son
interaction avec ses ligands HLA classe 1. Des études in vitro réalisées a partir de cohortes de
patients VIH-1 positifs, en phase chronique d’infection, montrent que les niveaux d’expression
de certains membres de la famille LILR a la surface des ¢cDC sont modifiés en contexte
infectieux (Benlahrech et al. 2012 ; Huang et al. 2012). Néanmoins, LILRB2 est le seul
récepteur de cette famille dont le réle dans I’induction des dysfonctions des cDC a pu étre mis
en évidence lors de I’infection par le VIH-1 (Lichterfeld et al.2007 ; Huang et al.2010 ; Huang
et al. 2009).

L’ensemble des résultats démontrant le role de LILRB2 sur la dysfonction des cDC au cours de
I’infection par le VIH-1 sont issus d’études réalisées in vitro a partir d’échantillons de patients
prélevés en phase chronique de I’infection. Chez I’homme, il est trés difficile de caractériser les
éveénements de la réponse immunitaire lors de la phase aigiie de I’infection en raison du
diagnostic relativement tardif des patients infectés. De plus, il est trés rare d’obtenir des
échantillons de ces patients avant infection. En outre, a I'exception du sang, des échantillons de
tissus lymphoides de patients infectés ne sont presque jamais accessibles dans des protocoles
de recherche clinique, en particulier dans la phase aigiie de l'infection. Or la mise en place des
dysfonctions des cDC et leur dynamique de migration vers les organes lymphoides secondaires

semblent se mettre en place relativement tot dans la cinétique d’infection par le VIH-1.
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Il est donc nécessaire d’utiliser des modeles animaux d’infection pour mettre en évidence la
modulation et les conséquences de 1’expression de LILRB2 sur la fonction des ¢cDC au cours

des phases précoces de I’infection.

Dans ce contexte, le modéle d'infection de macaques cynomolgus par le SIV est un modéle de
choix pour réaliser des études longitudinales et suivre la fonction et / ou les dysfonctionnements
des cellules immunitaires avec un accé€s au sang et aux organes lymphoides secondaires qui
sont les principaux réservoirs du virus. Le macaque cynomolgus et I’homme sont
phylogénétiquement proches et présentent des réponses immunitaires similaires (Gardner et al.
2008). En outre, le modéle d’infection du macaque cynomolgus par le SIV offre une situation
unique qui permet, dans un systéme inductible, de suivre 1’expression de marqueurs spécifiques
a I’inflammation et/ou a la réponse immunitaire antivirale dés les premiers jours de I’infection.
De plus, des études génétiques menées sur les récepteurs de la famille LILR chez ’'Homme et
le macaque rhésus ont permis de montrer des homologies de séquences et de structure entre ces

deux espéces (Slukvin II et al. 2000).

L’utilisation des modéles macaques cynomolgus d’infection par le SIV permettra d’évaluer
I’impact du récepteur inhibiteur LILRB2 dans les dysfonctions des réponses immunitaires
innées qui se mettent en place trés tot dans I’infection et qui sont prédictives d une progression

de la maladie (Wijewardana et al. 2010).

Nous faisons I’hypothése, qu’in vivo, I’interaction de LILRB2 avec les ligands HLA classe I
joue un role essentiel dans la dysfonction des cDC induite lors de la phase aigiie de I’infection

VIH-1/SIV aboutissant ainsi a la mise en place de réponses immunitaires antivirales inefficaces.

L’objectif de notre projet de recherche vise a caractériser la dynamique de I’expression de
LILRB2 et de ses ligands HLA classe I au cours de I’infection précoce par le VIH-1 et le SIV,
ainsi qu’a caractériser les facteurs qui pourraient étre impliqués dans la régulation d’expression
de LILRB2 et des HLA classe I. Afin d’atteindre notre objectif, nous avons structuré notre étude

en 4 étapes :

1) Evaluer le niveau d’expression de LILRB2 et des HLA classe I sur les ¢cDC issues du sang
de patients VIH-1 positifs en primo-infection avant et aprés un suivi d’un an post-ARV en
comparaison avec des patients « Elite Controllers » et des sujets contrdles non infectés par le

VIH-1.
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2) Caractériser la cinétique d’expression de LILRB2 et du CMH classe I chez le macaque
cynomolgus infecté par le SIVmac251 sur les ¢cDC du sang et des ganglions lymphatiques

périphériques avant et durant les premiers jours apres infection par le SIV.

3) Etudier les facteurs virologiques et immunitaires qui pourraient étre impliqués dans la

régulation de I’expression de LILRB2 lors de I’infection par le VIH-1.

4) Comparer la dynamique, in vivo, de 1’expression de LILRB2 et des CMH classe I sur les
c¢DC entre le modéle d’infection progressive par le SIV et un modéle d’infection par le virus

chikungunya qui aboutit a des réponses adaptatives efficaces et un controle de la virémie.
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Article: Early SIV and HIV infection promotes the
LILRB2/MHCH-I inhibitory axis in ¢cDCs

Article soumis et en cours de révision dans la revue Cellular and Molecular Life Sciences

L’infection par le VIH induit des dysfonctions des réponses immunitaires qui participent a
I’échappement du virus. A ce titre, LILRB2, un récepteur inhibiteur exprimé a la surface des
c¢DC, régule leurs fonctions suite a son interaction avec les molécules HLA classe 1
membranaires ou solubles. Des études in vitro montrent que LILRB2 joue un réle clé dans les
dysfonctions des cDC du sang de patients en phase chronique. Bien que cette activité exacerbée
de LILRB2 soit associée a une progression accélérée de la maladie, I’expression et I’impact
fonctionnel de LILRB2, dans les phases précoces de I’infection dans le sang et les organes
lymphoides secondaires, ne sont toujours pas caractérisés. Dans cette étude, nous posons
I’hypothese que I’amplification de I’activité de LILRB2 se met en place trés tot dans 1’infection
par le VIH en affectant les fonctions des cDC et donc I’efficacité des réponses immunitaires
adaptatives. Cette amplification de I’activité de LILRB2 résulterait d’une augmentation de son
niveau d’expression sur les ¢cDC et de ses ligands HLA-I au cours des étapes précoces de

I’infection.

Afin de tester notre hypothése de travail nous avons tout d’abord caractérisé 1I’expression de
LILRB2 et des HLA classe I chez un groupe de patients VIH-1 positifs en phase de primo-
infection avant et aprés un an de traitement anti-rétroviral, ainsi que chez des patients « Elite
Controllers ». Afin de caractériser plus précisément la dynamique d’expression de LILRB2 sur
les ¢cDC au cours des étapes précoces de I’infection, nous utilisons un modéle de macaque
cynomolgus infecté par le SIVmac251. Ce modele d’infection inductible nous permet de suivre
la modulation du récepteur LILRB2 et des ligands du CMH classe I dés les premiers jours de
I’infection sur les ¢cDC du sang et des ganglions lymphatiques. Nos données montrent une
induction de LILRB2 et du CMH-I en phase précoce d’infection par le VIH et le SIV dans le

mode¢le macaque d’infection.

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la régulation de 1’expression de
LILRB2, nous avons utilis¢ des mod¢les de cellules dendritiques différenciées a partir de
monocytes (MoDC) que nous avons mis en présence soit de VIH-1g41, soit d’agoniste des voies

TLR7/8 et enfin des cytokines IFN de type I, IL-10 et TNFa.
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Enfin, nous avons caractérisé la cinétique de 1’expression de LILRB2 sur les ¢cDC dans un
mode¢le d’infection par le virus chikungunya chez le macaque cynomolgus qui, contrairement
au modele d’infection par le SIV, conduit a la mise en place d’une réponse immunitaire efficace

aboutissant a un contrdle de la réplication virale.

Nos données obtenues par cytométrie de flux montrent une forte induction de 1’expression de
LILRB?2 et de son ligand, HLA classe I, a la surface des ¢cDC chez les patients en primo-
infection. Aprés un an de traitement anti-rétroviral de ces patients, les fortes expressions
induites de LILRB2 et de ses ligands diminuent pour atteindre des niveaux d’expressions
proches de ceux observé chez les patients « Elite Controllers ». Les résultats obtenus a partir
du modeéle macaque cynomolgus d’infection par le SIV montrent que 1’augmentation de
I’expression de LILRB2 et des CMH classe I sont précoces, avec un pic situé au neuvieme et
dixiéme jour post-infection sur les cDC du sang et des ganglions périphériques. Les facteurs
viraux et cytokiniques jouent un réle dans la régulation de I’expression de LLRB2. En effet, les
MoDC infectés in vitro par le VIH-1 montrent une augmentation d’expression du récepteur
LILRB2 beaucoup plus forte sur les sous-populations présentant une réplication virale active,
alors que les HLA classe I ne subissent aucune modulation d’expression. D’autre part, la
stimulation des MoDC par les agonistes des TLR7/8, ainsi que par les cytokines IFN de type I
et IL-10, montre une forte induction de I’expression de LILRB2 alors que la stimulation par le
TNF-a ne semble avoir aucun effet inducteur. Finalement, afin d’appréhender la spécificité de
cette modulation, nous avons évalué I’expression de LILRB2 et des CMH classe I a la surface
des cDC dans un modéle d’infection par le virus chikungunya. Nos résultats montrent que
malgré une forte induction des molécules du CMH classe I sur les cDC et monocytes, aucune
modulation du récepteur LILRB2 n’a été observée sur ces cellules au cours du suivi

longitudinal.

Nos données révelent une forte induction, spécifique a I’infection SIV/VIH-1, du récepteur
LILRB2 et des ligands HLA classe I pendant la phase précoce d’infection. Cette forte
expression semble étre induite par le virus, mais aussi par le microenvironnement cytokinique
et pourrait donc favoriser la mise en place de dysfonctions des réponses innées a un stade

critique de la réponse immunitaire antivirale.
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Abstract

Classical dendritic cells (cDCs) play a pivotal role in the early events that tip the immune response toward persistence or viral
control. In vitro studies indicate that HIV infection induces the dysregulation of cDCs through binding of the LILRB?2 inhibitory
receptor to its MHC-I ligands and the strength of this interaction was proposed to drive disease progression. However, the dynam-
ics of the LILRB2/MHC-I inhibitory axis in cDCs during early immune responses against HIV are yet unknown. Here, we show
that early HIV-1 infection induces a strong and simultaneous increase of LILRB2 and MHC-I expression on the surface of blood
cDCs. We further characterized the early dynamics of LILRB2 and MHC-I expression by showing that STVmac251 infection of
macaques promotes coordinated up-regulation of LILRB2 and MHC-I on cDCs and monocytes/macrophages, from blood and
lymph nodes. Orientation towards the LILRB2/MHC-I inhibitory axis starts from the first days of infection and is transiently induced
in the entire cDC population in acute phase. Analysis of the factors involved indicates that HIV-1 replication, TLR7/8 triggering,
and treatment by IL-10 or type I IFNs increase LILRB2 expression. Finally, enhancement of the LILRB2/MHC-I inhibitory axis
is specific to HIV-1 and SIVmac251 infections, as expression of LILRB2 on cDCs decreased in naturally controlled chikungunya
virus infection of macaques. Altogether, our data reveal a unique up-regulation of LILRB2 and its MHC-I ligands on cDCs in
the early phase of SIV/HIV infection, which may account for immune dysregulation at a critical stage of the anti-viral response.

Keywords ILT4 - HLA class I - Immune checkpoint - ITIM - Innate immunity - LILR - SIRPa

Introduction regulation of ¢DC functions in the early phase of viral

infection plays a critical role in the immune balance toward
Classical dendritic cells (cDCs) include all dendritic cells  control or persistence of the virus. Indeed, cDCs are crucial
other than plasmacytoid dendritic cells (pDCs) [1]. The = components of the processes that bridge innate and adaptive
immunity, due to their unique capacity to sense viruses and
prime T cell responses [2]. Hence, dysregulation of ¢cDCs
represents an attractive way for viruses to subvert immune
defenses at the onset of infection. cDCs from HIV-infected
patients exhibit altered functions, including poor maturation
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to LILRB2 through trans and cis interactions, resulting in
the recruitment of SHP1/2 phosphatases which leads to the
inhibition of on-going signaling pathways [10-13]. In vitro
studies indicate that in HIV infection, strengthened interac-
tion of LILRB2 with its MHC-I ligands induces the dysregu-
lation of cDCs which is characterized by an altered capacity
to stimulate CD4* T cells and produce cytokines [14]. It was
also reported that the strength of the LILRB2/MHC-I inter-
action is correlated with the level of cDC dysregulation and
consequently the rate of disease progression in HIV-infected
patients [15, 16]. The potency of the LILRB2/MHC-I inhibi-
tory axis can be modulated by genetic polymorphisms of
MHC-I haplotypes [15-17], as well as variations in the
sequence of the HIV-Gag antigenic peptides presented by
MHC-I [7]. The simultaneous enhancement of LILRB2 and
MHC-I surface expression could also be a potent way for
HIV to dysregulate cDC functions in early infection that
is a critical stage for the installation of efficient immune
responses against viruses. However, the characterization of
LILRB2 and MHC-I expression on cDCs from blood and
secondary lymphoid tissues at the onset of HIV infection is
very difficult in humans. Indeed, longitudinal studies aiming
to study immune responses in the first days of HIV infec-
tion are hampered by the late diagnosis of the disease and
the difficulty of accessing lymphoid tissues in patients. In
this context, the infection of macaques by SIV represents
a unique model to longitudinally assess the dynamics of
immune responses in vivo [18]. Moreover, macaques possess
a LILRB2-like inhibitory receptor that is highly homologous
with human LILRB2, making this model suitable for charac-
terizing the modulation of LILRB2 expression during viral
infections [19].

In this study we have investigated the dynamic of
expression of LILRB2 and MHC-I on ¢DCs during the
early immune response against HIV and SIV. For this
purpose we first analyzed cDCs from primary HIV-1-in-
fected patients and then used the SIV-infected macaque
model to decipher the early dynamics of LILRB2 and
MHC-I expression on ¢DCs in vivo. Our data reveal that
the simultaneous expression of LILRB2 and its MHC-I
ligands transiently increases at the surface of cDCs from
blood and lymph nodes during the first days of infection.
In contrast to SIV infection, LILRB2 levels decreased rap-
idly on ¢DCs after CHIKYV infection in macaques which
is characterized by efficient immune responses leading to
rapid control of viral replication [20, 21], supporting our
hypothesis that early dysregulation of ¢cDC functions hin-
ders the initiation of an efficient host immune response
to control viral infection. Overall, these findings show
coordinated enhancement of LILRB2 and MHC-I expres-
sion on ¢DCs during the acute phase of SIV/HIV infec-
tion. They suggest a major role of the LILRB2/MHC-I
inhibitory axis in the early dysregulation of cDCs that
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could considerably attenuate the efficiency of immune
responses and result in viral persistence.

Materials and methods
Ethics statement

All enrolled patients gave written informed consent to par-
ticipate in the study. The C021 CODEX cohort and this
substudy protocol were approved by the ethics review com-
mittee of Ile de France VII. The C06 ANRS PRIMO cohort
and this substudy were approved by the Paris-Cochin ethics
review committee.

For animal experimentation adult cynomolgus macaques
(Macaca fascicularis) imported from Mauritius were
housed in the facilities of the Infectious Disease Models and
Innovative Therapies (IDMIT) Center, part of the “Commis-
sariat a I’Energie Atomique et aux Energies Alternatives”
(CEA, Fontenay-aux-Roses, France). Non-human primates
(NHP) were used in accordance with French national regula-
tions, under the supervision of national veterinary inspectors
(CEA Permit Number A 92-032-02). The CEA complies
with the Standards for Human Care and Use of Labora-
tory Animals, of the Office for Laboratory Animal Welfare
(OLAW, USA) under OLAW Assurance number #A5826-01.
The use of NHP at the CEA is in conformity with the recom-
mendations of European Directive (2010/63, recommenda-
tion No. 9). The animals were used under the supervision
of the veterinarians in charge of the animal facility. These
studies were approved and accredited under statement num-
bers A 13-028, A14-067, A-16-035 by the ethics committee
“Comité d’Ethique en Expérimentation Animale du CEA”
registered under the number 44 by the French Ministry of
Research. Animals were housed under controlled condi-
tions of humidity, temperature, and light (12-h light/12-h
dark cycles). Water was available ad libitum. Animals were
monitored and fed commercial monkey chow and fruit 1-2
times daily by trained personnel. The macaques were pro-
vided with environmental enrichment, including toys, novel
foodstuffs, and music, under the supervision of the CEA
Animal Welfare Body.

Patient samples

Patients with primary HIV infection (PHI) were recruited
from the multicenter ANRS CO6 PRIMO cohort. PHI was
defined by a negative or indeterminate HIV ELISA associ-
ated with positive plasma HIV-RNA or p24 antigenaemia,
an evolving western blot profile (no anti-Pol antibodies), or
HIV seropositivity after a negative antibody test < 6 months
before. All patients were antiretroviral-naive at enrolment
in the cohort. HIV-controllers (HIC) patients were defined
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as patients infected by HIV-1 for > 5 years who never
received antiretroviral treatment and whose last five con-
secutive plasma HIV RNA values were < 400 copies/mL.
They were recruited in the ANRS CO21 Codex cohort. All
enrolled patients gave written informed consent to partici-
pate in this study. All recovered samples from HIV-infected
patients were received as cryopreserved peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) and stored at —180 °C. Bio-
logical samples from six HIV-1 seronegative donors (HIV")
were obtained from the Etablissement Francais du Sang
(EFS). PBMCs were isolated from fresh whole blood by
density gradient in lymphocyte separation medium (Eurobio,
Abcys). Red blood cells were lysed by hypotonic shock and
cell counts performed using a Vi-CELL (Beckman-coulter).
Cells were frozen in SVF/10% DMSO and stored at —180 °C
for further analysis.

Animals, infections, and sample collection

Among the cynomolgus macaques included in our studies,
males weighed > 5 kg and females weighed > 3.5 kg. Ani-
mals were intravenously administered 1000 animal infec-
tious dose 50% (1000 AIDs) of the isolate STVmac251.
NHPs enrolled in the CHIKYV infection longitudinal study
were infected with 10° PFU (100 AIDs,) of CHIKV iso-
late LR2006-OPY1 by inoculation into the saphenous vein.
Blood and lymph node sampling was performed at various
time points before and after infections and collected under
general anesthesia by intra-muscular injection of 10 mg/kg
ketamine (Rhone-Mérieux). Experimental procedures (ani-
mal handling, virus inoculations, and tissues sampling) were
conducted after sedating the animals with ketamine chlory-
drate (Rhone-Mérieux, Lyon, France, 10 mg/kg). Macaques
were killed at defined time points by sedation with ketamine
chlorhydrate (10 mg/kg) followed by intravenous injection
of 180 mg/kg sodium pentobarbital (CEVA santé animale
S.A., La ballastiere). Tissues not needed for this project
were shared. Samples of spleen and peripheral and mesen-
teric lymph nodes, as well as blood, were harvested. Plasma
was isolated from EDTA blood samples by centrifugation
for 10 min at 950xg, and cryopreserved at —80 °C. Ani-
mal plasma was processed for viral RNA extraction using a
Viral RNA and DNA isolation kit (Macherey—Nagel), fol-
lowed by titration of viral RNA copy numbers by quantita-
tive real-time RT-PCR. Tissue samples were collected in
RPMI 1640 GlutaMAX™ Medium (Thermo Fischer) for
further cell preparation.

SIV vRNA quantification in plasma

Blood plasma was isolated from EDTA-treated blood sam-
ples by centrifugation for 10 min at 1500xg, and stored

frozen at — 80 °C. Viral RNA was prepared from 200 pL
cell-free plasma using the High Pure viral RNA kit (Roche
Diagnostics, Meylan), according to the manufacturer’s
instructions. Absolute concentrations of plasma viral RNA
(VRNA) were determined by RT-qPCR assay with the Super-
script III Platinum one-step quantitative RT-PCR system
(Invitrogen), using the following SIV gag primers and probe:
Forward GCAGAGGAGGAAATTACCCAGTAC/Reverse:
CAATTTTACCCAGGCATTTAATGTT/Probe: TGTCCA
CCTGCCATTAAGCCCGA. The quantification limit (QL)
was estimated to be 111 copies/mL and the detection limit
(DL) 37 copies/ml.

Cell preparations, antibodies, and FACS analysis

For longitudinal follow-up studies of SIV- and CHIKV-
infected animals, 500 uL whole blood was stained with
monoclonal antibodies (Table S1) for 15 min at room tem-
perature. RBCs were lysed by hypotonic shock using diluted
Lysing Solution 10X Concentrate (BD biosciences) for
15 min at room temperature, followed by washing in PBS
and fixation using CellFIX (BD biosciences). Peripheral
and mesenteric lymph node and spleen cells were obtained
by mechanical dissociation using a GentleMACS dissocia-
tor (Miltenyi Biotec). Suspensions were passed through a
70-um-pore size cell strainer, followed by a second mechani-
cal disruption with a 3-mL needle-free syringe and passage
through a second 70-um-pore cell strainer, before washing
with PBS. For spleen cells, we performed density gradient
isolation using lymphocyte separation medium (Eurobio,
Abcys) followed by the lysis of red blood cells by hypo-
tonic shock. Cell counts were determined with a Vi-CELL
(Beckman-coulter) and surface staining was performed on
1 x 107 isolated cells from tissues. Except for blood cells,
staining of cells extracted from tissues was performed after
saturation of Fc receptors with 5% healthy macaque serum
at 4 °C for 20 min. To discriminate live from dead cells
in our analysis, samples were incubated with the amine-
reactive dye LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain
Kit and exposed to UV (Life technologies) for 15 min at
room temperature. Cells were then labeled with monoclo-
nal antibodies (Table S1) for 15 min at room temperature,
washed in PBS, and fixed in CellFIX (BD biosciences).
Monoclonal antibody 17E5.3E9 was generated by the Baylor
Research Institute, using the amino acid sequence shown in
Figure S1A which corresponds to the extracellular part of
human LILRB2 protein, following the procedure reported
in Banchereau et al. [22]. Screening by ELISA assays indi-
cated no cross-reactivity of the antibody with LILRB1
and reactivity with soluble human LILRB4. The reactiv-
ity of the 17E5.3E9 antibody for LILRB2 was first evalu-
ated by comparing the expression profile of blood immune
cell subsets by flow cytometry in humans and cynomolgus
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macaque (Figure S1B). The specificity of the 17E5.3E9
antibody against LILRB2 in cynomolgus macaque was fur-
ther confirmed by staining blood neutrophils before or after
up-regulation of LILRB2 induced by granules exocytosis
as previously reported [23]. As shown in Figure S1C, after
stimulation for 30 min of cynomolgus macaque or human
neutrophils with TNF-a (100 ng/ml), staining with 17E5.3E9
antibody revealed an up-regulation of LILRB2 expression
on neutrophils of both species.

For the study of HIV-1-infected patients, including
non-infected donors, cryopreserved PBMCs were rap-
idly thawed and washed with RPMI 1640 GlutaMAX™
Medium, (Thermo Fischer). For each sample, 5 million
PBMCs were stained using the LIVE/DEAD® kit, to select
live cells, followed by surface antibody staining (Table S1)
for 15 min. Cells were washed and fixed using CellFIX
(BD biosciences). Data for all samples were acquired on
an LSR Fortessa (BD biosciences) equipped with five
lasers (355, 405, 488, 561 and 640 nm) and analyzed using
FlowJo v9.9 (FlowJo LLC, USA). For longitudinal follow-
up studies, data acquisition was performed after calibra-
tion (using BD cytometer setup and tracking beads), using
automated application settings. Isotype-specific antibodies
for LILRB2, MHC-I, and CD86 were used as intra-assay
controls. Absolute cell counts were calculated from leuko-
cyte counts obtained by automated cell counting (Beckman
Coulter) combined with flow cytometry data. Absolute cDC,
lymphocyte, and monocyte counts were determined as the
product of total leukocyte counts and the percentage of cells
in the CD45™ gate.

Generation of monocyte-derived dendritic cells
(MoDC)

PBMCs were isolated from fresh whole blood of healthy
donors by density gradient in lymphocyte separation medium
(Eurobio, Abcys). Red blood cells were lysed by hypotonic
shock. Monocytes (CD14%) were purified from PBMCs by
positive selection with anti-CD14 magnetic beads (Miltenyi
Biotec). Sorted monocytes were differentiated into immature
MoDCs by culture in RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™
(Thermo Fischer) supplemented with 10% SVF and 1% anti-
biotic cocktail, along with GM-CSF (10 ng/ml) and IL-4
(25 ng/ml) (PeproTech) for 6 days.

HIV-1 strain

Infections were performed with HIV-1BaL. (R5-monocyto-
tropic). The HIV-1BaL viral strain was amplified for 10 days
in IL-2/PHA-stimulated PBMCs, from three blood donors.
Cell supernatants were collected 7 and 10 days post-infec-
tion and stored at — 20 °C. Viral replication was measured
by quantifying reverse transcriptase (RT) activity in the
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cell-culture supernatants, using the Lenti RT Activity Kit
(Cavidi), and TCID50 was calculated using Kérber’s for-
mula. Virus was concentrated by centrifugation on Vivaspin
100,000 kDa columns (Sartorius) at 1500xg for 30 min.

Infection and stimulation of MoDCs

Immature MoDCs (5 x 10° cells) were pulsed with HIV-1 BaL
(10-1MOI) by spinoculation at 1200xg for 60 min followed
by incubation at 37 °C, in the presence of 5% CO?, for another
hour. Pulsed cells were then washed three times and cultured for
up to 8 days. Culture supernatants were discarded and replen-
ished with fresh medium every 3 days. For in vitro stimulation
of immature MoDC, cells were cultured in media alone or sup-
plemented with various concentrations of the TLR7/8 Agonist,
R848 (Invivogen) for 24 h or with the cytokines IFN-a, IL-10,
or TNF-a (Miltenyi) individually for 48 h.

Analysis of LILRB2 and MHC-I expression in HIV-1
Bal-infected MoDCs

MoDCs were harvested and stained for surface expression
analysis of LILRB2 and MHC-I by flow cytometry 5 and
8 days after pulsing with HIV-1 BaL. To discriminate dead
from live cells during analysis, MoDCs were incubated
with LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain Kit (Life
technologies) for 15 min, followed by incubation with anti-
LILRB2 (PE, clone 42D1, eBioscience) and anti-MHC-I
(APC/Cy7, clone W6/32, Biolegend) antibodies. MoDCs
were then fixed, permeabilized (Cytofix/Cytoperm Buffer,
BD), and stained with anti-HIV p24 (FITC, clone KC57,
Beckman Coulter) antibody. Cells were washed and fixed
using CellFIX (BD biosciences) and data for each sample
were acquired on an LSR Fortessa (BD Biosciences).

Statistical analysis

To assess surface expression of LILRB2, MHC-Class I and
CD86-specific isotype control antibodies for each marker
were used to calculate the Mean Fluorescent Intensity as
previously described [24]. The nonparametric Mann—Whit-
ney U test was used to compare data between healthy
donors and HIV-infected patients and the paired nonpara-
metric Wilcoxon signed-rank test was used to compare data
of PHI individuals before and after cART. We performed
the Wilcoxon matched-pairs signed rank test to statically
analyze LILRB2 and MHC-I levels at various time points
during the longitudinal study of NHP infected by SIV. The
non-parametric Mann—Whitney U test was used to analyze
data between noninfected and HIV-infected MoDC for the
in vitro MoDC assays, and the paired nonparametric Wil-
coxon signed-rank test was used to compare data from the
same cells at various times after HIV infection or various
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TLR7/8 agonist or cytokine concentrations. All statistical
analyses were performed using GraphPad Prism 6.0 (Graph-
Pad Software).

Results

The expression of LILRB2 and MHC-I are
simultaneously increased on the surface of cDCs
during early HIV infection

Since cDCs play a key role in the installation of the host’s
anti-viral immune response and that their functions are
tightly regulated by LILRB2-MHC-I interactions, we
first assessed the expression level of both LILRB2 and its
MHC-I ligands in ¢cDCs during primary HIV infection. To
this end, we analyzed blood samples from HIV-1-infected
patients collected less than 30 days after infection (primary
HIV*) and after 1 year of combined antiretroviral treatment
(CART). Primary infected HIV™ patients exhibited high viral
loads at inclusion, whereas viral loads were almost unde-
tectable in these patients after 1 year of cART (Table 1).
We also included HIV-infected elite controllers samples col-
lected 5 years following infection at least and who naturally
control HIV replication, and samples from non HIV-infected
healthy donors.

We established and applied a flow cytometry gating
strategy to discriminate cDCs (CD1c*) among the PBMC
samples (Figure S2). Both LILRB2 and MHC-I levels were
highly elevated on cDCs from HIV* patients in acute phase
of viral infection (Fig. 1). In contrast, the cDCs from these
patients exhibited much lower levels of LILRB2 and MHC-I
after 1 year of cART (Fig. 1a, b). Similarly, LILRB2 and
MHC-I levels were lower on ¢cDCs from elite controllers
than those from primary HIV-infected patients. LILRB2
levels were slightly higher on ¢cDCs from elite controllers
than those from healthy donors, in agreement with a pre-
vious study [25]. We also evaluated the expression of the
CD86 co-stimulatory molecule and the level of HLA-DR

maturation marker. Prior to cART initiation, untreated HIV
primary-infected patients show an increased expression of
CD86 (Fig. 1c), whereas HLA-DR expression is decreased
on cDCs (Figure S3). These expression profiles highlight
the partial activation/maturation of ¢cDCs during HIV-1
infection, as previously reported [26]. Finally, since cDCs
interact with CD4* T cells during early infection to shape
adaptive immune responses, we also compared MHC-I lev-
els on CD4* T cells in samples from primary HIV-infected
patients before and after 1 year of cART. MHC-I expression
on CD4* T cells was higher during primary HIV infection,
before treatment, than after 1 year of cART, but the differ-
ence was not statistically significant (Fig. 1d).

These results demonstrate that HIV infection promotes
the simultaneous increase of LILRB2 and MHC-I expres-
sion on cDCs from blood during the early immune response
against HIV in humans.

LILRB2 is similarly distributed among human
and cynomolgus macaque immune cell subsets

We further characterized the dynamics of LILRB2 expres-
sion on ¢DCs during HIV infection using the model of
experimental infection of cynomolgus macaques with patho-
genic SIVmac251. We first confirmed that LILRB2 is simi-
larly distributed among immune cell subsets of humans and
macaques as the expression profile of LILRB2 on immune
cell subsets from non-human primates was still unknown.
Flow cytometry analyses showed that the proportion of
blood inflammatory monocytes (CD14™9CD16"€") was
higher in cynomolgus macaques than in humans (Fig. 2), in
agreement with a previous study [27]. We used both CD11c
and CD1c markers since CD11c alone is not sufficient to
accurately distinguish cDCs in macaques [27, 28]. LILRB2
was expressed on all cDCs, pDCs, and monocyte subsets
in both humans and cynomolgus macaques, but at different
levels, depending on the cell population (Fig. 2b and d).
Similarly to humans, the level of LILRB2 was signifi-
cantly higher on ¢cDCs than other myeloid cell subsets in

Table 1 Clinical and demographic characteristics of HIV-1-infected patients and control subjects

Study groups Treatment history Gender Age (median, range) CD4 T-cell count, Plasma viral load (log Time since
cell/uL (median, RNA copies/mL) (median, HIV-1 infec-
range) range) tion
Primary infected HIV-1+  Naive M 37 (24-46) 470 (258-669) 8.9 x 10°(0.3-18.2) < 30 Days
patients (n = 7)

Primary treated HIV-1+ cART M 843 (570-1247) Undetectable < 50 > 12 Months
patients (n = 7)

HIV-1+ Controllers Naive M 38 (25-49) 827 (652-1180) Undetectable < 50 > 5 Years
(n=06)

HIV-1 negative (n = 6) Naive M 35 (25-45) 856 (634-1412) N/A N/A

cART combination anti-retroviral therapy, M male, N/A not applicable
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levels of immunoregulatory receptors may vary according to
tissue localization. Thus, we also investigated the expression
level of LILRB2 on immune cell subsets from secondary

cynomolgus macaques (Fig. 2e). In contrast, we detected
no surface expression of LILRB2 on lymphoid cell subsets,
including T cells and B cells of either species. Expression
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(CD14™4 CD16"¢") monocytes, T and B cells in healthy (b) human
donors and (d) cynomolgus macaques. e Comparison of LILRB2
surface expression on whole blood immune cell subsets of healthy
human donors (n = 6) and cynomolgus macaques (n = 6). Results
shown are representative of at least three independent experiments.
Statistical analyses were carried-out using the Mann—Whitney U test
for both human and cynomolgus macaque samples (p < 0.05 is con-
sidered significant)
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lymphoid organs where cDCs shape adaptive immune
responses against viruses. As shown in Figure S4, cDCs iso-
lated from peripheral and mesenteric lymph nodes or spleen
of cynomolgus macaques showed higher levels of LILRB2
than ¢cDCs from peripheral blood. Moreover, analysis of T
and B cells did not reveal expression of LILRB2 on these
cell populations in secondary lymphoid organs.

Overall, these results show that LILRB2 is similarly dis-
tributed among immune cell subsets in humans and cyn-
omolgus macaques. Our data also show that LILRB2 levels
are higher in cDCs from lymph nodes and spleen than those
from peripheral blood, suggesting tight regulation of cDCs
by LILRB2 in secondary lymphoid tissues.

Expression of LILRB2 and MHC-I are coordinately
increased on cDCs during early SIV infection
of cynomolgus macaques

We next investigated the dynamics of LILRB2 expression
in blood and secondary lymphoid tissues during early SIV
infection in vivo. Indeed, this model does not only allow
the study of the dynamics of immune events before and
during the first days following viral infection, but also per-
mits access to secondary lymphoid organs where immune
responses are shaped. Hence, we first infected three female
cynomolgus macaques with the SIVmac251 strain and fol-
lowed the surface expression of LILRB2 on ¢DCs from
blood and lymph nodes over time by flow cytometry. Viral
load was already detectable in peripheral blood 2 days after
SIVmac251 infection and reached a peak 10 days following
infection (mean = 6.2 + SD = 0.15 log viral RNA copies)
(Fig. 3a). As previously reported, a transient decrease of
¢DC counts in peripheral blood is induced between 9 and
10 days post-infection by SIVmac251 [29, 30], concomitant
with the typical transient reduction of CD4* T cell counts
during acute infection.

LILRB2 expression strongly increased on cDCs during
the initial phase of SIVmac251 infection (Fig. 3b). Indeed,
LILRB2 levels were already higher 4 days following SIV-
mac251 infection and reached a peak between 9 and 10 days
post-infection, before returning to initial levels 14 days post-
infection. MHC-I levels also increased on cDCs during the
early phase of SIV infection with kinetics close to those of
LILRB2 (Fig. 3b). We also assessed the level of MHC-I
ligands on CD4* T cells. MHC-I levels on CD4* T cells
rapidly decreased and then returned to normal between 2
and 7 days post-infection (Fig. 3b). Moreover, MHC-I levels
on CD4" T cells 9-10 days post-infection were higher than
those measured before SIV infection.

We also assessed the expression of LILRB2 and MHC-I1
ligands on ¢DCs from peripheral lymph nodes of these
animals. As shown in Fig. 3c, expression of LILRB2 and
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MHC-I is increased on ¢cDCs from peripheral lymph nodes
at day 10 post-infection but decreased during the later phase
of SIV infection (Fig. 3c). Moreover, we investigated the
dynamics of LILRB2 expression on monocytes and mac-
rophages, as the function of these myeloid cell subsets is
also altered after SIV or HIV infection. There was a tran-
sient decrease of monocyte counts at day 10 post-infection
(Figure SS5). Both expression of LILRB2 and MHC-I were
transiently up-regulated on blood monocytes during the
early phase of SIVmac251 infection between days 4 and 14
(Figure S5B and D) as observed for cDCs. In contrast to
LILRB2, the expression of MHC-I also showed an increase
between days 22 and 42 post-infection on blood ¢cDCs and
monocytes (Figs. 3b and S5B). This enhancement of MHC-1
expression could result from the activation of CD8 T cell
response and IFN-g production that are induced in this win-
dow of time as previously reported [31, 32]. Moreover, anal-
ysis of macrophages from peripheral lymph nodes revealed a
large increase of LILRB2 and MHC-I levels, at day 10 post-
infection that decreased during the later phase (Figure S5C).

The modulation of innate immune responses against
HIV can differ according to sex [33]. Thus, we analyzed
the dynamics of LILRB2 expression on ¢DCs in a group of
male cynomolgus macaques infected by the same stock of
SIVmac251. LILRB2 and MHC-I levels also increased on
¢DCs and monocytes from peripheral blood (Figure S6B and
C), as well as cDCs and macrophages from peripheral lymph
nodes (Figure S6D) during the early phase of SIV infection.
These data show that the increase of LILRB2 expression on
¢DCs is independent of sex and confirm that the LILRB2/
MHC-I inhibitory axis is enhanced during the early immune
response against SIV.

Having shown that expression of LILRB2 is strongly
enhanced on cDCs in early phase of SIV infection we next
studied modulation of the SIRPa inhibitory receptor (also
known as CD172a), which shares structural similarities with
LILRB2 and regulates cDC functions [34]. SIRPa levels on
¢DCs from blood or lymph nodes remained stable during
SIV infection, suggesting that the expression of LILRB2
specifically increases during early immune responses against
SIV (Figure S7).

Finally, we extended our study to additional cynomologus
macaques (n = 7) to achieve statistical significance and thus
demonstrate that both LILRB2 and MHC-I levels signifi-
cantly increase on cDCs and monocytes in blood during the
early phase of SIV infection (Figs. 3d and S5D). Further
analysis showed that LILRB2 levels on ¢cDCs strongly cor-
related with those of its MHC-I ligands found on ¢DCs or
CD4* T cells during SIV infection (Fig. 3e).

These data demonstrate that SIVmac251 infection pro-
motes a large and specific increase in the expression of
LILRB?2 and its MHC-I ligands on cDCs, as well as other
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levels on blood cDCs from seven cynomolgus macaques followed at
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days 22—44) and advanced (days 57-100) phases of SIV infection.
Data are shown as the fold change of surface expression relative to
baseline (represented with dashed line). Statistical analyses were car-
ried-out using the Wilcoxon matched-pairs signed rank test (p < 0.05
is considered significant). e Positive correlation between LILRB2 lev-
els on cDCs and MHC-I levels on ¢cDCs (left) or CD4" T cells (right).
Symbols (circles or squares) represent data from ten cynomolgus
macaques sampled at various time points after SIVmac251 infection.
The Pearson R correlation coefficient and p values are shown on each
plot (p < 0.05 is considered significant)
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myeloid cells, in blood and lymph nodes during early
immune responses. These results also show that these mech-
anisms occur independently of the sex of the animals.

HIV infection and TLR7/8 stimulation
enhance the expression of LILRB2 on human
monocyte-derived dendritic cells (MoDCs)

We next investigated the factors that could account for
increased expression of LILRB2 on ¢DCs during the early
immune responses against HIV and SIV. Indeed, although
it is well established that LILRB2 plays an important role in
the regulation of cDC functions, the events involved in the
regulation of LILRB2 expression are still poorly character-
ized. Hence, we first assessed the direct impact of HIV infec-
tion on LILRB2 expression by co-incubating monocyte-
derived dendritic cells (MoDCs) with HIV-1. A time-course
analysis of MoDC infection by HIV-1 (RS strain) showed
that nearly 30% of MoDCs were productively infected after
8 days of co-incubation (Fig. 4a, b).

Further analysis showed that LILRB2 expression was up-
regulated on MoDCs exposed to HIV (Fig. 4c, d). Remark-
ably, LILRB2 expression was significantly higher in MoDCs
showing intracellular p24 staining confirming productive
HIV replication. However, HIV infection had no significant
impact on the modulation of MHC-I expression in MoDCs.

TLR7/8 could also be involved in the regulation of
LILRB?2 expression, as they are expressed by cDCs and rec-
ognize viral RNA. Therefore, we next stimulated MoDCs
with various doses of the TLR7/8 agonist R848. Stimulation
of TLR7/8 with R848 induced a large increase in LILRB2
levels on MoDCs in a dose dependent manner (Fig. 4e).
MHC-I levels were modulated to a much lower extent by
R848 stimulation than LILRB?2 levels, in agreement with
data of MoDC infected by HIV. Finally, HLA-DR expres-
sion, used as positive control, was also enhanced on MoDCs
but to a lower extent than LILRB2.

Altogether, these data show that HIV-1 can directly pro-
mote the expression of LILRB2 in MoDCs, through infec-
tion associated with viral replication, and suggest that HIV
sensing by TLR7/8 could also enhance LILRB2 expression.

Regulation of LILRB2 expression in MoDCs
is differentially affected by type-I IFN, IL-10,
and TNF-a

A cytokine cascade is rapidly induced by HIV-1 infection
and cytokines are important regulators of cDC functions.
Moreover, previous studies indicate that type-I IFNs, TNF-
a, and IL-10 are among the first cytokines highly induced
during early HIV infection [32]. Thus, we also investigated
the impact of these cytokines on the modulation of LILRB2
expression by flow cytometry. Stimulation of MoDCs with

@ Springer

type-I IFNs significantly enhanced the surface expression
of LILRB2 in a dose dependent manner (Fig. 5a). The sur-
face expression of MHC-I and HLA-DR was also signifi-
cantly enhanced under these experimental conditions. In
contrast, stimulation of MoDCs with type-I IFNs did not
alter the surface expression of SIRPa. In addition, treatment
of MoDCs with IL-10 significantly increased LILRB2 and
MHC-I expression in a dose dependent manner and, to a
lesser extent, the expression of HLA-DR or SIRPa (Fig. 5b).
Finally, stimulation of MoDCs with TNF-a revealed no
increase of LILRB2 expression, but increased that of MHC-
I, HLA-DR, and SIRPa (Fig. 5¢).

These data show that cytokines produced during the early
phase of HIV-1 infection have a variable impact on the regu-
lation of LILRB?2 surface expression and suggest that the
modulation of LILRB2 expression can occur through vari-
ous mechanisms in ¢cDCs.

LILRB2 expression on cDCs is down-modulated
during early immune responses of cynomolgus
macaques infected by chikungunya virus

Finally, we characterized LILRB2 surface expression in the
context of a naturally controlled primary infection, such
as chikungunya virus (CHIKV) in cynomolgus macaques
[20], to determine whether the increase of LILRB2 levels
on ¢DCs induced during early immune responses is spe-
cific to SIV infection. CHIKV infection of cynomolgus
macaques induced a high viral load, peaking 2 days after
virus inoculation (mean = 9.1 + SD = 0.4 log viral RNA
copies) (Fig. 6a). CD14 surface expression on monocytes
rapidly decreased 4 days post-infection (Fig. 6b), probably
through a shedding mechanism [35]. CHIKYV infection was
also accompanied by a modification of blood leukocyte
counts, characterized by a transient decrease of circulating
c¢DCs and lymphocytes 2 days post-infection (Figure S8A
and B). Moreover, the number of granulocytes transiently
peaked 2 days post-infection, whereas the number of mono-
cytes in the blood peaked 7 days post-infection (Figure S8B).

The analysis of the dynamics of LILRB2 surface expres-
sion during CHIKYV infection showed that LILRB2 levels on
¢DCs decreased between baseline and 7 days post-infection,
whereas they remained stable on monocytes (Fig. 6¢). How-
ever, MHC-I levels on ¢cDCs and monocytes increased dur-
ing early immune responses against CHIKV (Fig. 6d).

These results show that, in contrast to SIV infection,
LILRB2 expression is down-modulated on cDCs during the
installation of an efficient immune response against CHIKV
and suggest that up-regulation of LILRB2 on ¢DCs is asso-
ciated with the dysregulation of innate responses and viral
persistence mechanisms.
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Fig.5 Impact of cytokine stimulation on the modulation of LILRB2
and MHC-I expression on MoDCs a Characterization of LILRB2,
MHC-I, HLA-DR, and SIRPa surface expression on unstimu-
lated (media alone) or stimulated MoDCs with various doses
of type-I IFNs for 48 h (n = 16 & SD = 3.3, Wilcoxon Paired test
for p value, with p < 0.05 considered significant). b Analysis of
MoDCs after stimulation with IL-10 for 48 h and quantification of
the surface expression of LILRB2, MHC-I, HLA-DR, and SIRPa

Discussion

In vitro studies have suggested that the strength of the
interaction between LILRB2 and MHC-I plays a critical
role in the dysregulation of cDCs induced by HIV [16, 36].
This was proposed to drive disease progression [15]. How-
ever, the dynamics of the LILRB2/MHC-I inhibitory axis
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(n =16 + SD = 5.1, Wilcoxon Paired test for p value, with p < 0.05
considered significant). ¢ Unstimulated MoDCs and MoDCs stimu-
lated for 48 h with various doses of TNF-a were cultured to assess the
modulation of LILRB2, MHC-I, HLA-DR and SIRPa surface expres-
sion (n = 16 + SD = 1.8, Wilcoxon Paired test for p value, with
p < 0.05 considered significant). Values represent the fold change of
mean fluorescence intensity relative to that of unstimulated. Results
shown are representative of 6 independent experiments

that tip the balance during cDC-mediated early immune
responses towards viral persistence or control remains
unknown.

In this study we first investigated the modulation of
LILRB2 and MHC-I expression on ¢DCs during the
acute phase of HIV-1 infection. Our data show that cDCs
express significantly higher levels of LILRB2 and MHC-I
before cART initiation. These results are concordant with
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previous transversal studies carried-out on blood mDCs
(CD11c™) of HIV-1 infected patients aiming to measure
the expression of either LILRB2 or MHC-I, separately
[36-38]. However, the simultaneous expression of LILRB2
and its MHC-I ligands during early HIV-1 infection has
not been assessed. Studies on primary HIV-infected
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during the acute phase of CHIKYV infection. ¢ Time-course analysis
of LILRB2 expression level on ¢cDCs and monocytes from peripheral
blood during the infection of cynomolgus macaques by CHIKV. d
Analysis of MHC-I expression level on blood ¢cDCs and monocytes
during the infection of cynomolgus macaques by CHIKV

patients are limited to one blood sample, due to immedi-
ate cCART administration. We therefore used the cynomol-
gus macaque model to track the dynamics of LILRB2 and
MHC-I expression during infection with SIVmac251.
The analysis of LILRB2 distribution revealed very simi-
lar expression patterns in human and macaque immune cell
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subsets. These results indicate that cynomolgus macaques
are more suitable for the study of the LILR family in vivo
than mice in which PIR-B, the proposed counterpart of
LILRB2, is highly expressed on B cells and contains six
extracellular Ig-like domains, instead of the four contained
in LILRB2 of humans and macaques [39, 40]. In this experi-
mental species we demonstrate that pathogenic SIVmac251
infection induces transient, high expression of LILRB2
and its MHC-I ligands on ¢DCs from blood and peripheral
lymph nodes during the early immune response (Fig. 3 and
S6). Altogether, our results strongly suggest that the coor-
dinated increase of LILRB2 and MHC-I expression on the
same cell could enhance cis interactions, providing inhibi-
tory signals and leading to the dysregulation of ¢cDCs. In
this regard, it was previously reported that the cis interaction
of LILRB2 with MHC-I on the surface of the same cell is
a potent way to generate inhibitory signals that impair the
production of cytokines by mastocytes [12, 13]. We also
showed increased MHC-I expression on CD4" T cells dur-
ing early SIV infection, which may favor the dysregulation
of ¢DCs through binding to LILRB2. Indeed, after virus
up-take, cDCs mainly interact with CD4* T cells to shape
the adaptive immune response during the early phase of the
infection.

We could also observe that a pool of peripheral cDCs
was rapidly depleted from blood following SIV infection,
concomitant with the enhancement of LILRB2 expression
(Fig. 3). Such a reduction of ¢DC levels has already been
reported during the acute phase of SIV and HIV infec-
tion and is partially explained by the migration of ¢cDCs to
lymph nodes [29]. The increase of LILRB2 surface expres-
sion and the migration of blood ¢cDCs toward lymph nodes
occur in parallel. We thus speculate that cDCs arriving to
lymph nodes are highly prone to dysregulation through the
LILRB2/MHC-I inhibitory axis. In support of our hypothe-
sis, several studies have shown that cDCs that have migrated
to peripheral lymph nodes during the acute phase of SIV
infection have an immature phenotype and dysfunctional
characteristics [4, 5, 41].

The induced increase of LILRB2 expression during SIV
infection peaked at day 9 and return to basal level, around
14 days post infection. LILRB2 expression remained sig-
nificantly higher in primary HIV-infected patients that had
been infected for more than 2 weeks. These discrepancies
could result from differences between natural HIV infec-
tion and the standardized experimental procedure used in
SIV model. Indeed, cynomolgus macaques are infected
intravenously by high dose (1000 AID50/mL) from the
same bulk of viral strain (SIVmac251). Moreover, the
average of the viral load levels detected in primary HIV-
infected patients (8,9E + 06 log HIV RNA copies/mL)
is higher than that of the viral load peak of SIV-infected
cynomolgus macaques (3,93E + 06 log SIV RNA copies/
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mL). Therefore, it is also possible that increase of LILRB2
expression is still detected in patients because of elevated
viral load and cytokines environment resulting from high
HIV production.

We also sought to determine whether the increase of
LILRB2 expression on cDCs induced during the acute phase
of SIV infection was specific to LILRB2. For this purpose
we tested antibodies directed against human LILRB1 or
LILRB4 on cynomolgus macaque blood samples. However,
these antibodies did not reveal any staining on the immune
cell subsets of macaque cynomolgus. Therefore, we could
not compare the dynamics of LILRB2 surface expression
to that of other inhibitory receptors belonging to the LILR
family in cynomolgus macaques. However, we could follow
the dynamics of the SIRPa inhibitory receptor. SIRPa shares
structural similarities with LILRB2, including extracellular
Ig-like and intracellular ITIM domains, and regulates cDC
functions through the recruitment of SHP1/2 phosphatases
[42]. Moreover, SIRPa is a critical marker for the identifica-
tion of ¢cDCs across tissues and species, including humans,
macaques, and mice [43]. Our data show that SIV infection
has no impact on the expression of SIRPa in ¢cDCs from
blood and lymph nodes during early immune responses and
strongly suggest that the up-regulation of LILRB2 on ¢DCs
is specifically targeted by SIV (Figure S7).

Our study shows that SIV infection also enhances the
expression of LILRB2 on monocytes and macrophages
in vivo during early immune responses (Figure S5 and S6).
The increase of LILRB2 activity on monocytes could nega-
tively affect their function, in particular, their differentiation
into cDCs, contributing to the loss of cDCs induced by apop-
tosis following SIV and HIV infection [44]. The induced
up-regulation of LILRB2 on macrophages is in accordance
with recent studies demonstrating the early dysregulation of
macrophages from peripheral lymph nodes in SI'V-infected
rhesus macaques [5]. The early dysfunctions of macrophages
caused by LILRB2 could also disturb immune responses
in secondary lymphoid tissues, since macrophages play
an important role in the innate immune responses against
viruses through the production of soluble factors and
antigen-presentation.

In this study we also investigated the dynamics of
LILRB2 expression on ¢cDCs during CHIKV infection
in vivo. Surface expression of LILRB2 on ¢DCs decreased
during the early immune response and CHIKYV replication
was rapidly controlled (Fig. 6). Moreover, peripheral cDC
levels decreased during the acute phase of CHIKYV infec-
tion, suggesting the migration of cDCs with less LILRB2
on their surface toward peripheral lymph nodes (Figure S8).
Expression of MHC-I on ¢cDCs and monocytes rapidly and
transiently increased between 2 and 4 days after CHIKV
infection. In the presence of low amounts of LILRB2, the
increased MHC-I expression could favor the availability of
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MHC-I ligands for CD8" T-cell receptors. Indeed, previous
reports indicate that CD8" T cells are rapidly activated dur-
ing the early phase of CHIKYV infection in macaques and
humans [45, 46].

Early HIV and SIV infection are characterized by the
production of a high viral load, associated with concomi-
tant induction of inflammatory and immuno-regulatory
processes, including the production of cytokines. Given the
complexity of the mechanisms induced in the early phase
of the immune response against HIV and SIV, we set up
an in vitro assay to characterize the factors that could be
involved in the enhancement of LILRB2 expression. Our
data show that the increase in LILRB2 expression requires
productive infection of MoDCs, suggesting that sustained
intracellular replication of HIV-1 is involved in this mech-
anism (Fig. 4). The potential direct role of HIV-1 in the
regulation of LILRB2 expression is strengthened by the
fact that stimulation of TLR7/8 induces the up-regulation
of LILRB2, suggesting a relationship between these sign-
aling pathways. CHIKV contains a single stranded RNA
and might be expected to enhance LILRB2 expression in
cDCs. However, Schilte et al. have reported that CHIKV
is unable to trigger TLR7/8 pathways in ¢cDCs and other
hematopoietic cells [47]. Moreover, CHIKV is not able to
infect cDCs or MoDCs, in contrast to HIV [20]. Since TLR3
could also sense HIV RNA, future investigations will be
helpful to determine the impact of this pathway on LILRB2
expression.

Our in vitro data also indicate that the immunomodula-
tory cytokines IL-10 and type-I IFNs, which are produced
during the early immune response against HIV, enhance the
surface expression of LILRB2 (Fig. 5). In contrast, TNF-a
had no effect on the regulation of LILRB2. Further studies
will be required to determine whether type-I IFNs act on
LILRB2 expression through a canonical pathway to initiate
the resolution of inflammatory processes, which is neces-
sary for control of the virus, and whether the simultaneous
presence of HIV and cytokines act synergistically on the
expression of LILRB2 on ¢DCs.

Previous in vitro studies have reported that the strength of
the interaction between LILRB2 and MHC-I drives the dys-
regulation of cDCs of HIV-infected patients. These studies
indicate that the strength of the LILRB2/MHC-I interaction
is regulated by HIV-derived peptides or genetic variation of
MHC-I haplotypes [7, 15, 16]. However, we have previously
demonstrated that a slight increase of LILRB2 expression
on neutrophils, resulting from granule exocytosis, directly
affects neutrophil functions [23]. Indeed, neutrophils with
higher levels of LILRB2 on their surface are more prone
to inhibition by MHC-I ligands, resulting in the attenua-
tion of phagocytosis and the production of reactive oxygen
species [23, 39]. The upregulation of LILRB2 expression
on ¢DCs during HIV/SIV infection that we report here is

much higher than that on neutrophils, as it results from sus-
tained protein production. Moreover, it is accompanied by
increased MHC-I ligand expression. We propose that the
simultaneous increase of LILRB2 expression and that of
its MHC-I ligands, induced during the early phase of the
immune response against HIV, considerably alter cDC func-
tions. This hypothesis is strengthened by previous studies
demonstrating that high expression of LILRB2 on ¢DCs
drives potent immune-regulatory mechanisms, leading to
the attenuation of CD4" and CD8* T cell responses [6, 22].
In summary, our data show specific enhancement of the
LILRB2/MHC-I inhibitory axis in ¢cDCs during the early
immune response that may strongly influence mechanisms
that tip the balance toward SIV or HIV persistence (Figure
S9). However, further investigations will be necessary to
determine the impact of LILRB2/MHC-I interaction on the
efficiency of immune responses against SIV and HIV.
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Supplementary Figures

Figure S1. Generation and reactivity of anti-LILRB2 antibody (clone 17E5.3E9). (A) Amino acid
sequence of human LILRB2 extracellular domain used to generate antibody 17E5.3E9. (B)
Analysis of anti-LILRB2 antibody (clone 17E5.3E9) staining on cDCs, monocytes, neutrophils,
eosinophils, CD4 + and CD8 + T cells, B cells and NK cells of healthy human and cynomolgus
macaque blood samples. (C) Upregulation of LILRB2 is detected by 17E5.3E9 antibody on
healthy human and cynomolgus macaque neutrophils stimulated with TNF-a. Flow cytometry
analysis of LILRB2 at the surface of unstimulated (full line) or stimulated (dotted line)
neutrophils for 30 min with TNF-a (100 ng/mL). Gray filled curve shows cells stained with
isotype-matched control mAb. Data are representative of three independent experiments.

Figure S2. Characterization of HLA-DR expression level on c¢DCs during the early phase of
HIV-1 infection. Analysis of HLA-DR surface expression on cDCs from blood samples of early
HIV-1-infected patients before (primary HIV+) or after 1 year of cART (HIV+ cART+), HIV-1-
infected elite controller patients (HIC), and HIV-1-non-infected controls (HIV-). Data are
represented as mean fluorescence intensity with statistical analysis performed using the
Mann-Whitney U test between HIC (n = 6), and primary HIV+ patients (n = 7) (p < 0,05 is
considered significant).

Figure S3. Flow cytometry gating strategy used to identify cell subsets of PBMCs from HIV-
1+ patients. cDCs (CD1c+) were identified as Lin-/HLA-DR+/CD16-/CD14-/CD123-
/CD11c+/CD1c+. Results shown are representative between individuals.

Figure S4. Characterization of LILRB2 expression on immune cell subsets from secondary
lymphoid organs of cynomolgus macaques. (A) Flow cytometry gating strategy used to
identify cDCs and T and B cells of peripheral lymph nodes and spleen of cynomolgus
macaques. cDCs were identified as CD45+/Lin-(CD3/CD8/CD20)/HLA-
DR+/CD163-/CD123-/CD1c+. (B) Flow cytometry analysis of LILRB2 expression on cDCs and
on T and B cells from both peripheral and mesenteric lymph nodes, spleen, and peripheral
blood (n =4).

Figure S5. Follow-up of LILRB2 and MHC-I expression on monocytes and macrophages during
infection of cynomolgus macaques by SIVmac251. (A) Monocyte cell counts during
SIVmac251 infection, at 1000 AID50/mL, of 3 three female cynomolgus macaques. LILRB2 and
MHC-I surface expression profiles of (B) blood monocytes and (C) lymph node macrophages.
(D) Modulation of LILRB2 and MHC-I surface expression on blood monocytes from seven
cynomolgus macaques followed at various time points during early (days 4 to 7, days 9 to 11,
days 14 to 21, days 22 to 42) and advanced (days 57 to 100) phases of SIVmac251 infection.
Data are shown as the fold change of surface expression relative to baseline (represented with
dashed line). Statistical analyses were carried-out using the Wilcoxon matched-pairs signed
rank test (p < 0.05 is considered significant).



Figure S6. Analysis of LILRB2 and MHC-I expression during SIV infection of three male
cynomolgus macaques. (A) Plasma viral load of SIVmac251 infection at 1000 AID50/mL. (B)
Modulation of LILRB2 (left panel) and MHC-I (right panel) expression on blood c¢DCs and (C)
monocytes (CD14+/CD16). (D) Follow-up of LILRB2 surface expression on cDCs and
macrophages isolated from peripheral lymph nodes of cynomolgus macaques during early
(D+14) and late (D+85) phases of SIVmac251 infection. The surface expression of LILRB2 and
MHC-I was determined by the mean fluorescence Intensity of each marker by flow cytometry.

Figure S7. Follow-up of SIRPa inhibitory receptor expression on cDCs during SIV infection of
cynomolgus macaques. (A) Modulation of SIRPa expression on blood cDCs of three female
cynomolgus macaques infected with 1000 AID50/mL of SIVmac251. (B) SIRPa expression on
cDCs from secondary lymphoid tissue was evaluated from sampled peripheral lymph nodes at
various time points after SIV infection. Data are represented as the mean Fluorescence
Intensity.

Figure S8. Evolution of blood leucocyte counts during CHIKV infection of cynomolgus
macaques. The evolution of cell counts of four cynomolgus macaques infected with the
CHIKV-LR2006-OPY1 strain at a dose of 100 AID50/mL. (A) Follow-up of cDC counts analyzed
by flow cytometry using Trucount tubes (BD biosciences). (B) Analysis of absolute blood cell
numbers to follow the evolution of lymphocyte, monocyte, and granulocyte numbers using
automated cell counts (HmX AL System, Beckman Coulter).

Figure S9. Schematic of LILRB2/MHC-I inhibitory axis regulation in cDCs of lymph nodes
during HIV/SIV infection. (1) IL-10 and IFN-I stimulation along with HIV-1 sensing by TLR7/8
induce (2) the upregulation of LILRB2 expression allowing higher (3) Cis or Trans interactions
with MHC-I ligands leading to (4) cDC dysfunctions.

Table S1. Monoclonal antibodies used for flow cytometry analysis of human and
cynomolgus macaque samples.
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Table S1

Antibodies Clone Fluorochrome Manufacturer
CD1c (BDCA-1) L161 APC-Cy7 Biolegend
CD1c (BDCA-1) ADS5-8E7 PE Miltenyi Biotec
CD3 SP34-2 V450 BD Biosciences
CD4 L200 BV650 BD Biosciences
CD4 OKT4 FITC Sony
CD8 RPA-T8 V450 BD Biosciences
CD8 RPA-T8 V500 BD Biosciences
CD11c 3.9 PE-Cy7 Biolegend
CD11c SHCL-3 APC Biolegend
CD14 M5E2 V500 BD Biosciences
CD14 M5E2 AF700 Sony
CD14 M5E2 PE-Cy7 BD Biosciences
CD16 3G8 APC BD Biosciences
CD16 3G8 PE-CF594 BD Biosciences
CD20 L27 V450 BD Biosciences
CD45 D058-1283 BV605 BD Biosciences
CD86 2331 (FUN-1) BV650 BD Biosciences
CD123 7G3 PrcP-Cy 5.5 BD Biosciences
CD163 GHI/161 PrcP-Cy 5.5 BD Biosciences
CD172a (SIRPa) REA144 APC Miltenyi Biotec
HLA-DR L243 BV510 Sony
HLA-DR L243 AF700 Biolegend
MHC-class | W6/32 APC-H7 Biolegend
MHC-class | W6/32 PE-Cy7 Sony
LILRB2 17E5.3E9 FITC Baylor Research Institute
LILRB2 42D1 PE eBioscience
p24 KC57 FITC Beckman Coulter




Résultats

Résultats non publiés

Les transcrits des genes LILR et du CMH classe I sont modulés au cours des premiers

jours de I’infection par le SIV.

Au cours de nos travaux, nous avons également évalué les niveaux d'expression des transcrits
LILR et de ses ligands du CMH classe I dans les cellules du sang et des ganglions périphériques
des macaques cynomolgus au cours de I’infection primaire par le SIV. En effet, il n’existe pas
d’anticorps disponibles permettant d’étudier 1’expression d’autres membres de la famille LILR
par cytométrie chez le macaque. Suite a I’infection par voie intraveineuse de quatre macaques
cynomolgus avec la souche SIVmac251, on observe une augmentation de la charge virale qui
atteint un pic maximal a neuf jours post-infection, puis redescend et se stabilise. De fagon
intéressante le macaque 30742 se distingue par son profil atypique. En effet, sa charge virale
continue de diminuer au fil du temps, passant sous le seuil des 400 copies d’ARN viral/mL de
sang, témoignant d’un profil de controle de la virémie. A 1’opposé, le macaque 21362R présente
un phénotype de progression rapide et a évolué précocement vers un stade SIDA (Annexe 1A).
L’analyse transcriptomique par puces & ADNc a neuf jours puis trois mois post-infection nous
a permis de suivre I’expression des transcrits de LILRB2, LILRB1, LILRA2 et des CMH classe
[ au niveau des cellules immunitaires du sang, mais aussi dans les ganglions périphériques. Nos
données montrent une forte induction des transcrits de ces LILRs et du CMH classe I a neuf
jours post-infection, aussi bien dans le sang que dans les ganglions périphériques (Annexe 1B).
Le macaque 21362R évoluant vers un stade SIDA semble maintenir une expression forte des
récepteurs LILR analysés dans le sang contrairement aux autres animaux. A 1’opposé, le
macaque 30742, qui contrdle sa charge virale, est le seul qui module une expression a la baisse

du récepteur LILRB2 dans les deux compartiments tissulaires.

Ces résultats suggerent que I’infection par le SIVmac251 favorise une augmentation de
I’induction des transcrits LILRs et des ligands CMH classe 1 durant les premiers temps de
I’infection. Cette forte induction semble systémique puisqu’elle est retrouvée aussi bien dans le
sang que les ganglions périphériques. De plus, une expression élevée des transcrits LILR
semble associée a une charge virale élevée. Néanmoins des études par PCR quantitative sur des
populations de cellules purifiées et sur un plus grand nombre d’animaux seront nécessaires pour
caractériser plus finement la dynamique d’expression des récepteurs LILR et de leurs ligands

du CMH-I au cours de I’infection par le SIV.
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Résultats

Le récepteur LILRB2 et les ligands CMH classe I sont faiblement induits chez les singes

controlant leur virémie.

L’haplotype H6 du CMH classe I est associé a un contrdle naturel de la virémie chez les
macaques cynomolgus (Aarnink et al. 2011). L’infection par voie rectale avec une dose de
50AIDsp du SIVmac251 sur deux groupes de macaques cynomolgus, 1'un regroupant des
macaques possédant I’haplotype H6 et I’autre avec des animaux non-H6, révele que le pic de
virémie se situe entre neuf a dix jours post-infection. Néanmoins, contrairement aux macaques
non-H6 qui maintiennent une virémie entre 10* et 10° log de copie d’ARN viral/mL, les
macaques possédant 1’haplotype H6 voient leur virémie diminuer progressivement au fil du
temps, jusqu’a descendre en-dessous des 400 copies d’ARN viral/ml a J+225 post-infection,
signe d’un profil de contréle (Annexe 2A). La caractérisation a J+225 post-infection de
I’expression de surface du récepteur LILRB2 et des ligands du CMH classe I sur les cDC2
(CDlc+), monocytes et pDC révéle une expression significativement plus importante sur les
cellules des macaques ayant une virémie forte, par comparaison aux macaques H6 contréleurs
(Annexe 2B). Cette forte expression de LILRB2 sur les cDC2 au cours de la phase chronique
chez les macaques « progresseurs » infectés par le SIV est dans la continuité des données
publiées par Huang et al. qui décrivent une expression élevée de LILRB2 sur les cellules
myéloides des patients « progresseurs » dans la phase chronique de I’infection par le VIH-1 (J

Huang et al. 2010).

La stimulation des voies TLR7/8 en synergie avec I’action de I’IL-10 potentialise
I’expression de LILRB2 sur les cellules dendritiques dérivées de monocytes humains

(MoDC).

Parmi les mécanismes qui pourraient favoriser I'expression accrue de LILRB2 sur les cellules
dendritiques pendant les réponses immunitaires contre le VIH-1 et le SIV, nous avons montré
que la stimulation des TLR7/8 (par ’agoniste R848) mais aussi I’action de la cytokine immuno-
suppressive IL-10 augmentent fortement I’expression du récepteur LILRB2. Par conséquent,
nous avons évalué l'impact d’une action synergique de ces deux voies. L’activation des voies
TLR7/8 simultanément avec la stimulation par I’IL-10 sur les MoDC induit une expression en
moyenne 4 fois plus forte de LILRB2 sur les MoDCs (Annexe 3). De plus, malgré une induction
des expressions des molécules HLA classe I et II, celles-ci sont moins élevées que celle

observées pour LILRB2.
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Par ailleurs, la stimulation combinée par I’agoniste des TLR7/8 et par I’IL-10 ne semble pas
avoir d’effet synergique sur I’expression du récepteur inhibiteur SIRPa que nous avons décrit

précédemment dans le modele d’infection de macaque par le SIV (cf publication Alaoui et al.).

Ces résultats suggerent que la mise en place d’un environnement immuno-suppresseur
conjointement avec [’activation des TLR7/8 potentialise spécifiquement 1’induction de

I’expression de LILRB2 sur les MoDC.

L'expression de LILRB2 est régulée dans les cDC isolées du sang par les IFN de type I,
I'[L-10 et le TNF-a.

Du fait du faible nombre de ¢DC circulantes et de leur faible taux de viabilité, les MoDC
représentent un modele utile pour 1’étude des DCs ex vivo. Néanmoins, les MoDC peuvent
parfois donner des résultats divergents par rapport aux cDC directement purifiées du sang
périphérique. Nous avons isolé par tri magnétique les cellules cDC2 (CDlc+) du sang
périphérique humain avec un taux d’enrichissement supérieur a 90% (Annexe 4A). Nous avons
ensuite reproduit les stimulations avec 1’agoniste des TLR7/8 (R848) ainsi qu’avec les
cytokines, IFN de type I, IL-10 et TNF-a. La stimulation des cDC2 avec le R848, I’'IFN de type
I ou I’'IL-10 induit une forte expression du récepteur LILRB2 (Annexe 4B). Les expressions de
surface des molécules du HLA classe I et II semblent aussi augmentées avec 1’agoniste R848,
mais dans une moindre mesure avec les IFN de type I et I’'IL-10. Enfin, la stimulation des cDC
avec le TNF-a n’a pas d’effet sur la modulation d'expression de LILRB2, mais induit une

augmentation d'expression des HLA classe I et I (Annexe 4B).

Ces résultats confirment I’augmentation de I’expression de LILRB2 induite par I’activation des
TLR7/8 et les cytokines IFN de type I et IL-10 que nous avons observée sur les MoDC. Des
études sont actuellement en cours pour déterminer 1’impact de ces facteurs sur I’expression de
LILRB2 dans les cDCI et les pDC. De méme, nos résultats ont montré une induction de
LILRB2 sur les macrophages de macaques au cours de I’infection par le SIV. Il sera donc
important de déterminer si les facteurs induisant I’expression de LILRB2 sont les mémes dans
les macrophages, ainsi que I’impact de 1’augmentation de cette expression sur la fonction des

macrophages retrouvés dans les ganglions lymphatiques périphériques.
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L'expression de LILRB2 diminue a la surface des ¢cDC du sang co-incubées avec le virus

chikungunya.

Nous avons observé que I’infection in vivo par le virus chikungunya (CHIKV) montre une
modulation a la baisse de I’expression de LILRB2 a la surface des ¢cDC et des monocytes de
macaque cynomolgus. Néanmoins, les facteurs régulant négativement 1’expression de LILRB2
au cours de I’infection par le CHIKV restent inconnus. Afin de déterminer ’impact direct du
chikungunya, nous avons incubé du CHIKYV in vitro avec du sang total humain suivant le
protocole d’une étude publiée précédemment (Her et al. 2010). Nos résultats in vitro confirment
les données obtenues sur le modeéle d’infection par le CHIKV in vivo. L’expression de LILRB2
est faiblement modulée sur les monocytes et sur les cellules dendritiques alors que I’expression
des ligands HLA classe I est fortement augmentée au cours de la période d’incubation virale
(Annexe 5). Il serait intéressant d’étudier si I’environnement inflammatoire (via les cytokines
secrétées) en synergie ou pas avec l’activation de voies cellulaires endogénes détectant les
motifs ARN ou protéiques du virus chikungunya participeraient a une absence d’induction de

I’expression du récepteur LILRB2 a la surface des cDC et des monocytes.
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Annexe 1

Charge virale plasmatique
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Expression des transcrits des génes LILR et CMH-I sur les leucocytes du sang et des cellules ganglionaires de
macaques cynomolgus infectés par le SIV. [A] Cinétique d'évolultion de la charge virale plasmatique de macaques
infectés avec une dose de S000AID;, par le STVmac251 par voie IV. [B] Analyse transcriptomique des genes LILRA2,
LILRBI1 et LILRB2 et des ligands CMH-I a 9 jours (J9) et 3 mois (m3) post-infection SIV. Les valeurs représentent le

niveau d'expression a chaque point de temps rapporté a 1'expression basale avant infection.
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“contrbleurs” (haplotype H6) (n=6) et un groupe de macaques “progresseurs” (non H6) (n=6) infectés avec une dose de
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Whitney, avec p<0,05 considérée comme significative).



Annexe 3
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considérée comme significative).
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Discussion

Différentes études mettent en exergue 1’implication des récepteurs LILR dans un défaut des
réponses immunitaires médiées par les cellules dendritiques classiques (¢cDC) au cours de
I’infection par le VIH-1. Cependant, la dynamique d’expression ainsi que le role de ces
récepteurs LILR sur la régulation précoce des cellules dendritiques orientant les réponses

immunitaires vers la persistance ou le contrdle viral restent inconnues.

Une expression élevée du récepteur LILRB2 a été montrée au cours d’études transversales sur
différents groupes de patients en phase chronique d’infection par le VIH-1 (Benlahrech et al.
2012). A ce jour, seule I’é¢tude de Huang et al a suivi I’expression de certains récepteurs LILR,
dont LILRB2, au cours de la phase aigiie de ’infection mais sans caractériser la modulation des
ligands HLA classe I chez ces individus (Huang et al. 2011). Au cours de nos travaux, nous
avons commencé par évaluer les niveaux d’expression de LILRB2 et des molécules HLA classe
I sur les cDC2 (CD1c+) du sang issues de patients infectés par le VIH-1. Notre étude sur un
groupe de patients VIH-1+ en primo-infection montre des expressions significativement plus
¢élevées du récepteur LILRB2 et des ligands HLA classe I. Un suivi de ces patients aprés un an
de traitement antirétroviral montre une diminution d’expression de LILRB2 et des ligands
HLA-I a des niveaux proches de ceux observés chez les patients « Elite Controllers ». Or il a
été montré que des interactions fortes entre LILRB2 et certains alléles ou conformations
spécifiques des ligands HLA classe I, médiée par I’infection VIH, étaient des inducteurs de
dysfonctions dans les cellules dendritiques (Bashirova et al. 2014; Huang et al. 2009;
Lichterfeld et al. 2007). Cette forte induction d’expression de LILRB2 et des ligands HLA
classe 1 pourrait soutenir ces fortes interactions récepteurs/ligands dés la phase précoce
d’infection par le VIH-1. Ainsi, une expression élevée de LILRB2 sur les cDC pourrait conduire
a I’induction de processus tolérogénes dans les ¢cDC. La mise en place d’un phénotype
tolérogéne aboutirait a une diminution des fonctions de maturation et de stimulation de la
réponse lymphocytaire T contre les antigénes viraux dés les premiers stades de I’infection

(Chang et al. 2002; Lichterfeld et al. 2007; Manavalan et al., 2003).

Les études sur les échantillons sanguins de patients infectés par le VIH-1 ne permettent pas de
caractériser la cinétique compléte d’expression de LILRB2 et des ligands HLA classe I dés les
premiers jours de l’infection. Par ailleurs, il est difficile d’accéder aux compartiments
anatomiques a fort intérét immunitaire chez les patients VIH-1+. Dans ce contexte, le mod¢le

d’infection inductible par le SIV des macaques cynomolgus présente plusieurs avantages.
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D’une part, ¢’est un modéle de choix dans 1’étude de la physiopathologie au VIH-1 permettant
de suivre les phases précoces et tardives de 1’infection, mais aussi de pouvoir accéder aux
différents tissus lymphoides secondaires (Gardner & Luciw 2008). D’autre part, la
caractérisation des génes LILR chez le modéle macaque a permis d’identifier les orthologues
LILR simiens qui sont trés proches des récepteurs humains (Slukvin et al. 2006). De plus, nos
résultats montrent une distribution d’expression cellulaire de LILRB2 sur les cellules des
lignées myéloides des macaques cynomolgus similaire a celle des sous-ensembles des cellules
immunitaires humaines. Ainsi, nous avons pu €tudier la cinétique d'expression de LILRB2 et
des ligands CMH classe I a la surface des cellules myéloides sanguines et tissulaires au cours

d’infections induites par la souche SIVmac251 chez les macaques cynomolgus.

Le phénotype de contrdle naturel de la virémie chez les macaques cynomolgus est associé a la
présence de I’haplotype H6 du CMH classe I (Mee et al. 2009). La phase chronique d’infection
par le SIV montre une expression significativement plus faible de LILRB2 et des ligands CMH
classe I a la surface des cDC et des monocytes du sang, mais aussi des ganglions lymphatiques
chez un groupe de macaques porteurs de 1’haplotype H6. Par contre, le groupe de singes non-
H6, qui présentent une virémie plus forte, montre une forte expression de LILRB?2 et des ligands
CMH classe 1. Or il a été montré que les profils « Elite Controllers » humains qui contrdlent
naturellement la virémie présentaient un phénotype de cDC matures et activés plus prompt a la
mise en place d’une réponse adaptative antivirale efficace et robuste (Martin-Gayo & Yu,
2017). Ainsi, une faible induction de LILRB2 pourrait conduire a une induction soutenue des
voies de signalisation activatrices des c¢cDC et aboutir a une stimulation des réponses
lymphocytaire T antivirale plus efficace dans les organes lymphoides secondaires (Martin-

Gayo et al. 2015).

Notre analyse transcriptomique de cellules du sang et des ganglions lymphatiques chez des
macaques infectés par le SIV confirment I’augmentation des niveaux de transcrits des génes du
CMH classe I et LILRB2 dans les premiers jours de 1’infection. Nos résultats de I’infection
longitudinale des macaques cynomolgus par le SIVmac251 révelent une induction forte et
transitoire de 1’expression de LILRB2 et de ses ligands, les CMH classe I, a la surface des cDC
du sang et des ganglions périphériques pendant la réponse immunitaire précoce. Nos résultats
suggerent que l'augmentation coordonnée de l'expression de LILRB2 et du CMH de classe I a

la surface d’une méme cellule pourrait renforcer les interactions en cis et fournir ainsi des

76



Discussion

signaux inhibiteurs capables d’atténuer ’activation des cDC. A cet égard, il a déja été rapporté
que l'interaction en cis de LILRB2 avec le CMH classe I a la surface d'une méme cellule est un
puissant mécanisme abolissant la production de cytokines par les mastocytes (Masuda et al.
2007). Au cours de notre étude nous avons également mis en évidence une augmentation de
l'expression du CMH classe I a la surface des lymphocytes T CD4 lors des phases précoce de
I’infection par le SIV. Cette augmentation pourrait favoriser les interactions en trans des ligands
CMH classe 1 des lymphocytes T avec LILRB2 contribuant ainsi a I’induction de signaux
inhibiteurs dans les ¢cDC. De plus, la migration soutenue des lymphocytes T CD4 vers les
ganglions périphériques, trés rapidement aprés 1’infection par le VIH-1, pourrait constituer une
source importante des ligands CMH classe I pour les récepteurs LILRB2 présents sur les cDC

(Chen et al. 2002).

Outre les ¢cDC, la réponse immunitaire innée anti-VIH passe aussi par le role de phagocyte des
macrophages qui sont décrits comme d’importants réservoirs viraux lors des phases de latence
virale et cela méme sous traitement ARV (Alexaki et al 2008; Brown and Mattapallil 2014;
Kedzierska and Crowe 2002). Par ailleurs, au cours de I’infection par le VIH-1, ces cellules
présentent une incapacité de phagocyter les débris bactériens et viraux dans les tissus
lymphoides secondaires (Swan et al. 2017; Wonderlich and Barratt-Boyes 2013). Notre étude
d’infection révéle aussi une forte augmentation transitoire de l'expression de LILRB2 a la
surface des macrophages dans les ganglions périphériques. Il a été montré que les macrophages
des ganglions lymphatiques de macaques rhésus en phase précoce d’infection par le SIV étaient
moins prompts a stimuler la réponse lymphocytaire antivirale via un défaut de maturation
cellulaire, de présentation antigénique et de sécrétion cytokines (Wonderlich et al. 2015). Cette
augmentation d’expression du récepteur inhibiteur LILRB2 pourrait donc étre une des causes
de I’atonie fonctionnelle de ces cellules dans les premiers jours de 1’infection au sein des tissus
lymphoides. De plus, les dysfonctions des macrophages induites par le VIH-1 sont décrites

corollaires avec celles des cDC (Wonderlich et al. 2013).

Une induction transitoire de I’expression du récepteur LILRB2 et des ligands HLA classe I dés
les premiers jours de 1’infection pourrait constituer un mécanisme par lequel le virus dérégule
les fonctions des cellules myéloides impliquées dans les réponses immunitaires innées pour
favoriser ainsi sa dissémination. Suite a la détection du virus et sa prise en charge par les cDC,

ces cellules, qui vont induire fortement 1’expression de LILRB2, seraient associées a un

77



Discussion

phénotype semi-mature. Elles migrent rapidement vers les ganglions lymphatiques drainants et
sont resistantes a la lyse médiée par les cellules NK ( Alter et al. 2010 ; Malleret et al. 2008;
Wijewardana et al. 2014). Dans les ganglions lymphatiques périphériques, les cDC jouent un
role clé¢ dans D’initiation d’une réponse adaptative et humorale contre l’infection. Or
I’augmentation d’expression de LILRB2 et des ligands HLA classe I permettrait des
interactions en cis et/ou en trans plus fortes, soutenant un axe inhibiteur dans les ¢cDC des
ganglions périphériques (Lichterfeld et al. 2007; Yang et al. 2010). Cette induction de signaux
inhibiteurs pourrait ainsi favoriser une altération de I’activation et maturation des cDC
aboutissant & un phénotype tolérogéne de ces cellules, défavorable a la stimulation et
présentation antigénique vers les cellules T (Chang et al. 2002; Krathwohl et al. 2006;
Lichterfeld et al. 2007). Cela aboutirait a une atonie des réponses antivirales dans les ganglions
lymphatiques & un moment clé¢ dans I’initiation des mécanismes de contréle. Suite au pic
d’expression de LILRB2, la diminution d’expression rapide qu’on observe sur les cDC jouerait
en faveur d’une forte activation cellulaire via ’activation des voies TLR (conduites par les
stimulations antigéniques persistantes) en paralléle d’une production importante de cytokines
pro-inflammatoires (Chang et al. 2012; Wijewardana et al. 2013). Cette cascade favoriserait
I’instauration d’une forte activation cellulaire alimentant un environnement inflammatoire,
caractéristique de la progression chronique de la maladie (Sabado et al. 2010). Dans la phase
chronique de I’infection SIV, nos résultats, sur les singes infectés (non H6) qui ne controlent
pas la maladie, montrent une expression forte du récepteur LILRB2. En outre, une expression
exacerbée de LILRB2 fut aussi décrite chez les patients humains « progresseurs » infectés par
le VIH-1 (Huang et al., 2010). Ainsi, dans le cas d’une infection chronique progressive,
I’expression de LILRB2 augmenterait de nouveau durant le stade chronique de 1’infection par
le VIH-1. Cela aboutira a une anergie fonctionnelle des cDC avec des défauts de maturation et
de sécrétion de cytokines (IL12p70 nécessaires a I’initiation d’une réponse T) mais aussi des
défauts de stimulations des cellules T et NK dans les phases de latence clinique (Buisson et al.

2009; Huang et al. 2010; Miller et al. 2012; Yonkers et al. 2009; Yonkers et al. 2011).

Les premicres phases de I’infection par le VIH-1 et le SIV se caractérisent par une réplication
virale soutenue associée a une induction concomitante de processus inflammatoires et immuno-
régulateurs. Nous avons donc poursuivi notre étude en se focalisant sur les facteurs viraux et

cellulaires qui pourraient impacter la modulation du récepteur LILRB2.
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Les cellules dendritiques comptent parmi les premiéres cellules infectées lors de la transmission
sexuelle du virus dans le tractus génitale (Hu et al. 1998). Ces cellules sont plus permissives a
I’infection par les souches VIH-1 a tropisme CCRS que les souches a tropisme CXCR4 (Smed-
Sorensen et al. 2005). Nos données d’infections in vitro de cellules dendritiques dérivées de
monocytes (MoDC) montrent une augmentation significative de l'expression du récepteur
LILRB?2 dans la fraction cellulaire ou une réplication virale productive est détectée. Néanmoins,
le nombre de cDC infectées in vivo est trés faible, inférieur a 5%, ce qui suggére d’autres
mécanismes qui participeraient aussi a la modulation d’expression de LILRB2 (Brown et al.
2009). Une étude par Li et al. a montré que la phase de primo-infection par le VIH-1 dans les
tissus lymphoides est caractérisée par une signature transcriptomique en faveur d’une induction
des génes régulant I’activation immunitaire (Li et al. 2009). Parmi les génes fortement induits,
les génes des récepteurs Toll-Like 7/8 (TLR7/8), exprimés par la population cDC2 (CDl1c+)
(Dutertre et al. 2014), sont décrits comme des senseurs des ARN viraux simple brins (ssSRNA)
notamment ceux du VIH-1 (Gringhuis et al. 2010; A Meier et al. 2007). La forte expression du
récepteur LILRB2 que nous décrivons suite a 1’activation des voies TLR7/8 pourrait étre
soutenue in vivo par la stimulation de cette voie par les motifs ARN du virus réplicatif et
participer ainsi a la forte perturbation des compartiments lymphoides (Baenziger et al. 2009).
Une étude par Wonderlich et al. a d’ailleurs apporté la preuve que les cDC détectent fortement
les ligands SIV agonistes des voies TLR7/8 (Wonderlich et al. 2013). Outre ’activation des
voies TLR, I’infection par le VIH-1 provoque un environnement inflammatoire caractéristique
de la primo-infection. Parmi la cascade de cytokines, les IFN de type I, I’'TL-10 et le TNF-a sont
sécrétées tot dans la cinétique infectieuse (Stacey et al. 2009). Nos résultats de stimulation ex
vivo sur les ¢cDC2 et MoDC montrent que les IFN de type I et I'IL-10 induisent une forte
expression de LILRB2 contrairement au TNF-o. De plus, la stimulation des MoDC par
I’agoniste des voies TLR7/8 en synergie avec la cytokine IL-10 potentialise 1’induction de
I’expression de LILRB2. La modulation d’une expression forte de LILRB2 semble médiée par
plusieurs facteurs a effet synergique. Dés les premiers jours de I’infection par le VIH-1, une
production massive d’IFN de type est suivie par une « vague » d’IL-10 (Stacey et al. 2009).
Ainsi, il est probable que certains membres de la famille IFN de type I induisent une
augmentation de I’expression de LILRB2 pour réguler et freiner une trop forte activation des
c¢DC. Mais, dans la primo-infection par le VIH-1, la « vague » subséquente d’IL-10, cytokine
qui est décrite comme étant inductrice de I’expression de LILRB2 (Vlad et al. 2003), pourrait

soutenir et renforcer cette augmentation d’expression du récepteur inhibiteur, orientant ainsi un
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profil tolérogéne des cDC incapables de compléter leur maturation et activation cellulaire
(Chang et al. 2002; Gregori et al. 2010). De plus, la protéine Vpr, produite au cours du cycle
réplicatif, est décrite comme favorisant la mise en place d’un environnement immunosuppressif
via une production massive d’IL-10 par les cDC (Majumder et al. 2005; Muthumani et al. 2005).
Cette mécanistique assez complexe, qui certainement fait intervenir d’autres facteurs que nous
n’avons pas encore identifiés, pourrait ainsi contribuer par effet synergique a 1’activation de
I’axe inhibiteur LILRB2/CMH-I dans les ¢cDC. Cette cascade inhibitrice pourrait constituer un
mécanisme de suppression fonctionnelle des cDC médié par une expression exacerbée de

LILRB2.

Outre I’expression augmentée de LILRB2, nos résultats d’infection des macaques cynomolgus
par le SIV ont aussi révélé des niveaux €levés des transcrits d’autres récepteurs LILR, tels que
LILRBI et LILRA2 dans le sang et les ganglions périphériques. Le récepteur inhibiteur
LILRBI, fortement exprimé a la surface des cellules T CDS8 spécifiques du VIH-1, altére la
réponse cytotoxique de ces cellules (Ince et al. 2004). Par ailleurs, LILRA2, malgré une
association a des adaptateurs intracellulaire a motifs activateurs ITAM, est décrit comme
pouvant inhiber la maturation cellulaire et la fonction de présentation antigénique par les
cellules dendritiques (Lee et al. 2007). Ces résultats indiquent que 1’activation de différents
récepteurs LILR pourrait donc contribuer a des signaux inhibiteurs au niveau des réponses

immunitaires innées mais également adaptatives.

Dans cette étude, nous avons également étudié la dynamique d'expression de LILRB2 sur les
¢DC pendant l'infection in vivo au virus chikungunya (CHIKV) sur des macaques cynomolgus.
Au cours de la réponse immunitaire antivirale précoce, la charge virale est rapidement contrdlée
et l'expression du récepteur LILRB2 sur les ¢cDC du sang diminue alors que I'expression des
ligands CMH classe | augmente rapidement. Nous avons également observé une rétractation du
pool de cDC périphériques pendant la phase aigiie de l'infection suggérant une migration des
cDC vers les ganglions périphériques. L’infection par le CHIKV n’est pas TLR7/8 dépendante
(Schilte et al. 2010; Sanchez David et al. 2016). Par ailleurs, la primo-infection par le CHIKV
induit une cascade de cytokines pro-inflammatoire (IFN de type I et II, IL-1RA, IL-6, IL-15,
MCP-1 et TNFa) mais pas d’induction d’IL-10 (Pierre Roques et al. 2017). L’absence d’IL-10
en paralléle de la formation d’un environnement pro-inflammatoire antiviral favoriserait donc
une modulation de LILRB2 sur les cellules dendritiques en faveur d’un phénotype d’activation

et de maturation cellulaire dans les phases précoces de 1’infection par le CHIKV.

80



Discussion

La migration des cDC activées vers les ganglions périphériques favoriserait une meilleure
présentation des antigénes viraux de par la forte expression des molécules du CMH classe 1.
Ainsi, cela permettra une activation soutenue des lymphocytes effecteurs T CDS8 cytotoxiques

spécifiques du CHIKV (Miner et al. 2015; Wauquier et al. 2011).

En conclusion, il semblerait que des la phase de primo-infection, la réplication virale, associée
a une stimulation continue des voies TLR7/8 par les antigénes viraux associée a un
environnement cytokinique immunosuppresseur vont agir en synergie pour corrompre
I’équilibre d’activation des cDC. L’ensemble aboutit a une induction forte et spécifique de I’axe
inhibiteur LILRB2/HLA classe I coordonnant une immunité antivirale inefficace favorable a la

progression de la maladie.
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Au cours des derniéres années, des progres significatifs ont été réalisés dans la compréhension
des interactions hote-pathogénes qui régulent les défenses immunitaires anti-VIH et
déterminent le degré de contrdle ou de progression spontanée de la maladie. Cependant, il est
maintenant de plus en plus clair que les caractéristiques fonctionnelles des cellules dendritiques
classiques (cDC) sont étroitement liées a la progression de la maladie. En tant que sentinelle du
systéme immunitaire, les cDC sont parmi les premiéres cellules cibles de 1’infection par le VIH-
1. Tres tot dans la cinétique d’infection, les dysfonctions des cellules dendritiques permettent
au virus de passer outre les différents mécanismes de restrictions et favorisent ainsi son
échappement et sa dissémination systémique. Il est donc nécessaire d’identifier et comprendre
les mécanismes immuno-régulateurs qui sous-tendent ces dysfonctions cellulaires dés la primo-
infection par le VIH-1. Le récepteur LILRB2 appartient a la famille multigénique LILR et joue
un réle important dans la régulation des cellules dendritiques. La forte induction de ce récepteur,
médiée par ’interaction avec les ligands HLA classe I, corréle avec une réponse immunitaire

antivirale inefficace.

Au cours de ce travail, nous avons identifié une expression variable de LILRB2 sur les cDC
selon le phénotype de contrdle ou de progression des patients infectés. En effet, avant initiation
des traitements anti-rétroviraux, les patients VIH-1 positifs « non controleurs » en primo-
infection présentent une forte expression du récepteur LILRB2 et des ligands HLA classe I. Le
modele d’infection des macaques cynomolgus par le SIV reproduit étroitement Ia
physiopathologie de I’infection par le VIH-1 chez ’homme. Celui-ci fut un atout essentiel pour
étudier in vivo et de facon inédite la dynamique d’expression du récepteur LILRB2 et des
ligands CMH-I a la surface des cellules dendritiques classiques dans le sang et les ganglions
lymphatiques périphériques. Nos résultats ont mis en lumiére une induction forte de 1’axe
inhibiteur LILRB2/CMH classe I dans les premiers jours de I’infection par le SIV. De plus,
nous avons montré que la réplication virale soutenue, 1’activation des voies de signalisation
induites par les TLR7/8, ainsi que le micro-environnement cytokinique (incluant les cytokines
IFN de type I et IL-10) conduisaient a une augmentation de 1I’expression du récepteur LILRB2
et de ses ligands HLA classe 1. En outre, dans un modéle d’infection de macaque cynomolgus
par le virus chikungunya, qui est décrit comme induisant une réponse immunitaire efficace dans
le controle viral, ’expression du récepteur inhibiteur LILRB2 est diminuée. Ces résultats
soutiennent notre hypothése d’une induction précoce et spécifique des signaux inhibiteurs
médiée par LILRB2 qui seraient impliquées dans la dérégulation des fonctions des cellules

dendritiques conduisant a des réponses adaptatives inadéquates.
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Néanmoins, les cibles moléculaires qui seraient inhibées par LILRB2 et qui aboutiront a un
défaut de régulation des cellules dendritiques restent a caractériser. Des études antérieures in
vitro ont montré que la force d’interaction LILRB2/HLA-I est augmentée par les variations
génétiques des haplotypes du HLA-I et corréle avec un phénotype de progression rapide ou
contrdlé de la pathologie (Bashirova et al. 2014 ; Huang et al. 2009 ; Lichterfeld et al. 2007).
Or les récepteurs LILR ont été décrits comme possédant un fort polymorphisme génétique
(Hirayasu and Arase 2015). Il serait donc intéressant d’étudier et identifier si certains
polymorphismes du récepteur LILRB2 ou d’autres LILR pourraient étre associés a un
phénotype favorable ou délétére dans le contrdle de I’infection par le VIH-1. Par ailleurs,
I’utilisation in vivo d’anticorps anti-LILRB2 bloquant I’interaction avec les ligands HLA classe
I au cours de la phase précoce de I’infection permettra de mieux caractériser le role de cette
interaction sur 1’efficacité des réponses immunitaires dirigées contre le VIH. A cet égard, des
études in vitro montrent qu’un anticorps bloquant dirigé contre LILRB2 augmente les réponses
T CDS8 polyfonctionnelles en libérant les molécules HLA classe I interagissant avec LILRB2.
Lors de ce mécanisme, les molécules HLA classe I des CPA deviennent disponibles et vont
pouvoir interagir avec les récepteurs a I’antigéne (TCR) des lymphocytes T CD8 (Banchereau
et al. 2012). II serait donc également intéressant de bloquer 1’interaction de LILRB2 avec les
CMH classe I chez les macaques infectés par le SIV et sous traitement ARV afin d’améliorer
les réponses T CDS dans les sites de latence virale et mesurer 1I’impact sur la taille du réservoir
viral. Par ailleurs, la relation entre les récepteurs LILR et I’infection au VIH ne semble pas
restreinte 2 LILRB2. En effet, une forte expression des récepteurs inhibiteurs LILRBI1 et
LILRB3 sur les cellules dendritiques a été associé au phénotype des patients «Elite Controllers»

(Huang et al. 2010).

Parmi les récepteurs associés aux motifs ITAM, LILRA4 est exprimé spécifiquement sur les
pDC. Néanmoins I’interaction de LILRA4 avec le facteur de restriction BST2 inhibe Ila
production des IFN de type I par les pDC qui est induite par le VIH (Bego et al. 2015; Cao et
al. 2009). Par ailleurs, le récepteur soluble LILRA3 est décrit comme pouvant fortement se lier
avec les ligands HLA-C (DC Jones et al. 2011). Ces ligands peuvent présenter une mutation
35kb en amont du géne HLA-C qui est a I'origine d’un variant allélique HLA-C (-35C)
fortement exprimé et qui correle avec un contréle de la charge virale, une faible déplétion des
lymphocytes T CD4 et une moindre progression vers le stade SIDA (Thomas et al. 2009).
Ainsi, il serait intéressant d’étudier le réle de LILRA3, via son interaction avec HLA-C, qui

pourrait constituer un mécanisme favorable au contréle de I’infection par le VIH- 1.
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Les fonctions immuno-modulatrices des récepteurs LILR sont donc plus complexes que leur
association a des motifs activateurs ou inhibiteurs. Des études en cours dans le laboratoire visent
a explorer la cinétique, la modulation et I’identification des mécanismes mis en jeu par les autres
récepteurs de cette famille multigénique dans différents tissus anatomiques d’intéréts immuno-
virologiques. In-fine, cibler ces récepteurs et/ou leurs voies d’inductions pourraient constituer

une approche thérapeutique ou prophylactique potentielle contre 1’infection par le VIH-1.
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Titre : Etude de la dynamique de I’axe inhibiteur LIRB2/CMH-I et de sa régulation au cours de

I’infection par le VIH/SIV
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Résumé : Les cellules dendritiques classiques
(cDC) jouent un réle crucial dans I’efficacité des
réponses immunitaires précoces conduisant au
contrdle ou a la persistance virale. A cet égard,
il a été montré que 1’infection par le VIH induit
des dysfonctions des cDC caractérisées par une
inhibition de leur capacité a stimuler les cellules
T et associées a la progression de la maladie.
Parmi les mécanismes moléculaires impliqués
dans ces dysfonctions, des études in vitro ont
mis en évidence le role du récepteur inhibiteur
LILRB2. Néanmoins, la dynamique
d’expression de LILRB2 ainsi que son role dés
les premiers stades de l'infection restent a
démontrer. Chez des patients en primo-infection
VIH-1, nous observons une augmentation de
I’expression de LILRB2 et de ses ligands HLA-
I a la surface des cDC. Par ailleurs, la cinétique
d’expression de LILRB2 et CMH-I au cours de
I’infection de macaques cynomolgus par le
SIVmac251 montre une  augmentation
transitoire de I'expression de LILRB2 et du

CMH-I sur les ¢cDC du sang et des ganglions
lymphatiques dés les premiers jours de
I’infection. Parmi les mécanismes qui pourraient
étre impliqués dans la régulation de I’expression
de LILRB2, nos résultats indiquent que la
réplication du VIH-1, l'activation de voies
TLR7/8 ainsi que la présence d’IL-10 et d’IFN-I
induisent une forte expression de LILRB2. Enfin,
cette expression exacerbée de LILRB2 sur les
cDC semble étre spécifique a l'infection par le
VIH/SIV. En effet, I’infection de macaques
cynomolgus par le virus chikungunya, qui est
caractérisée par une réponse immunitaire
antivirale robuste aboutissant a un contrdle de la
virémie, est associée a une expression diminuée
de LILRB2 sur les ¢cDC dés les premiers jours de
I’infection. L’ensemble de nos données suggerent
un role majeur de I’axe inhibiteur LILRB2/MHC-
I dans les mécanismes de dérégulations des cDC
qui pourrait participerait a [’inefficacité des
réponses immunitaires adaptatives et a la
persistance du VIH/SIV.

Title : Dynamic and regulation of LIRB2/MHC-I inhibitory axis during HIV/SIV infection
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Abstract : Conventional dendritic cells (cDCs)
play a crucial role in setting up early immune
responses leading to viral control or persistence.
In this regard, it has been shown that HIV-1
infection induces cDC dysfunctions
characterized by inhibitions in their ability to
stimulate T-cells and associated with disease
progression. In vitro studies have shown the
implication of LILRB2 inhibitory receptor in
cDC dysfunctions. However, the dynamic of
LILRB2 expression and its role in the early
stages of infection are yet to be characterized. In
primary HIV-1 infected patients, we observe an
increased expression of LILRB2 and its ligands,
HLA-I, on the surface of ¢DCs. Kinetics of
LILRB2 and MHC-I expressions during SIV
infection of Cynomolgus macaques shows a
transient increase in LILRB2 and MHC-I

expressions on blood and lymph node c¢DCs
during the first days of infection. We also show
that HIV replication, activation of TLR7/8
pathways, and presence of IL-10 and IFN-I drive
upregulated expression of LILRB2. Finally, this
strong induced LILIRB2 expression seems
specific to HIV/SIV infections. Indeed,
chikungunya virus infection of cynomolgus
macaques, which characterized by a robust
antiviral immune response leading to viral
control, is associated with decreased expression
of LILRB2 on c¢DCs in the first days of
infection. Taken together, our data suggest a
major role of the LILRB2/HLA-I inhibitory
axis, mediating cDC dysfunctions and thus
contributing to inefficient adaptive immune
responses and viral persistence.
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