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Résumé

Le virus T-lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1) est I’agent étiologique de deux principales
maladies : la leucémie/lymphome a cellules T de 1’adulte (ATLL) et la paraparésie spastique
tropicale/myélopathie associée a HTLV-1 (HAM/TSP). Ces deux maladies sont caractérisées
par des phénotypes immunitaires opposés, puisque I’ATLL est associée a une
immunosuppression et ’'HAM/TSP a une réponse pro-inflammatoire. Les mécanismes qui
déterminent 1’évolution de I’infection chronique vers I’une ou 1’autre de ces maladies sont peu
connus. L’interféron de type 1 (IFN-I) a une fonction ambigué dans I’organisme. Si cette
cytokine contribue a la réponse immunitaire précoce, elle est également associée au
développement de maladies pour des infections virales persistantes. Les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDCs) ont la particularit¢ de produire de grandes quantités
d’IFN-I apres la reconnaissance de cellules infectées par des virus. Nous avons montré que ceci
était également vrai pour HTLV-1, puisque le contact entre une cellule infectée par HTLV-1 et
la pDC est nécessaire a la production d’IFN-I. Cette production est induite par la particularité
de HTLV-1 a s’accumuler en surface des cellules infectées, au sein d’une structure
préalablement définie sous le terme de biofilm viral. La nature de la matrice extracellulaire dans
laquelle est accumulée le virus régule la réponse IFN-I par les pDCs, la présence de I’antigene
GalPB(1-3)GalNAc désialylé a la surface des cellules infectées contribuant a réduire cette
réponse IFN-I. Nous avons également observé que des cellules infectées par le virus HTLV-2,
virus phylogénétique proche de HTLV-1 mais peu pathogene, tendent a induire une plus faible
production d’IFN-I, mais une meilleure maturation des pDCs. Nous avons enfin montré que la
fréquence des pDCs dans le sang et leur capacité a répondre a un stimulus est similaire chez des
patients HAM/TSP, des porteurs asymptomatiques et des individus sains. Ces résultats
contrastent avec des études antérieures qui montrent une diminution de la fréquence des pDCs
chez les patients ATLL et une diminution de leur activité chez les individus infectés. Le nombre
et la fonction des pDCs pourraient ainsi contribuer a 1’orientation de la pathogenése vers

I’ATLL ou ’'HAM/TSP.



Summary

HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus type 1) is the etiological agent of two main diseases:
the adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL) and the HTLV-1 associated myelopathy/tropical
spastic paraparesis, which are characterized by different immune phenotypes. While the ATLL
is linked to an immunosuppressive state, the HAM/TSP is linked to a pro-inflammatory state in
patients. The mechanisms contributing to the development of these two diseases in the
HTLV-1 infected individuals are poorly understood. Type I interferon (IFN-I) has ambivalent
functions in the organism. While this cytokine is an effector of early immune responses, several
studies have reported a negative impact of this cytokine during chronic infections. The
plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are the main producers of IFN-I in vivo, and can produce
high amounts of this cytokine after the recognition of virally infected cells. We have shown that
pDCs are able to recognize HTLV-1-infected cells, thus leading to the production of IFN-I.
pDCs’ triggering is mediated by the accumulated viral particles at the surface of the infected
cells, within a carbohydrate-rich structure, previously described as the viral biofilm. The nature
of the extracellular matrix itself seems to regulate IFN-I production by pDCs, since the
exposition of an asialylated GalP(1-3)GalNAc glycan at the surface of the HTLV-infected cells
reduces the IFN-I production. We also observed that HTLV-2 (a close relative of HTLV-1)-
infected cells, in contrast to HTLV-1-infected cells, tend to induce a lower production of
IFN-I after being recognized by the pDCs but a greater maturation of the latter. Finally, we have
shown that pDCs’ frequency in the blood and their ability to produce IFN-a after an ex vivo
stimulation is equivalent in healthy donors, asymptomatic HTLV-1 carriers and HAM/TSP
patients. This result contrasts with previous studies which demonstrated that blood circulating
pDCs’ frequency is reduced in ATLL patients and that pDCs from HTLV-1 infected individuals
have a reduced ability to produce IFN-a after stimulation. Thus, dysregulation of the frequency

and functionality of pDCs could contribute to the development of one disease or the other.



Abréviations

A

AC : Porteurs asymptomatiques

ADARI : Adenosine Deaminase Acting on RNA 1
ADCC : Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity
AIM?2 : Absent in Melanoma 2

ALR : AIM2-like Receptor

AMP : Doxorubicine, Ranimustine, Prédnisone

AP-1 : Activator Protein 1

APH-2 : Antisens Protein of HTLV-2

APOBEC3G : Apolipoprotein B mRNA-editing Enzyme, Catalytic polypeptide-like 3G
ATLL : Leucémie/Lymphome a cellules T de I’adulte
AZT : Azidothymidine/Zidovudine

B

Bax : Bcl-2-Associated X protein

BCR : B-cell Receptor

BDCA : Blood Dendritic Cell Antigen
BLNK : B-cell Linker protein

BSA : Bovine Serum Albumin

BST2 : Bone marrow Stromal cell antigen 2

BTK : Bruton’s Tyrosine Kinase

C

CA : Protéine de capside

CADMI : Cell Adhesion Molecule 1
CBMC:s : Cord Blood Mononuclear Cells
CBP : CREB Binding Protein

CCL : C-C motif chemokine Ligand
CCR : CC chemokine Receptor

CD : Cluster of Differenciation

c¢DC : Cellule dendritique conventionnelle
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CDP : Common Dendritic cell Progenitor

cGAMP : cyclic GMP-AMP

cGAS : Cyclic GMP-AMP Synthase

CHOP : Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine, Prédnisone
CIITA : Class II Transactivator

CLR : C-type Lectin Receptor

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMV : Cytomégalovirus

CREB : cAMP Response Element-Binding protein

CRD : Carbohydrate Recognition Domain

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CTL : Lymphocyte T cytotoxique

CXCL : C-X-C motif chemokine Ligand

CXCR : C-X-C chemokine Receptor

D

DAPI12 : DNAX Activation Protein 12

DCIR : Dendritic Cell Immunoreceptor

DC-SIGN : Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin
DENYV : Dengue virus

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DPBS : Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline

DR6 : Death Receptor 6

E
EBV : Virus d’Epstein-Barr
ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase

ERYV : Elément rétroviral endogene

F
FceRI : High-affinity IgE receptor
FceRly : y chains of the FceRI

FMO : Fluorescence Minus One
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Foxp3 : Forkhead box p3

G

Gal : Galactose

GalNac : N-acétylgalactosamine

GAS : Gamma interferon Activation Site
GlcNac : N-acétylglucosamine

GLUT-1 : Transporteur de glucose de type 1

H

HAM/TSP : Myélopathie associée a HTLV-1/Paraparésie spastique tropicale
HAT : Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine
HAYV : Virus de I’hépatite A

HBV : Virus de I’hépatite B

HBZ : HTLV-1 Basic Leucine Zipper Factor
HCV : Virus de I’hépatite C

HD : Donneurs sains

HEK?293T : Human Embryonic Kidney 293T
HEV : Virus de I’hépatite E

HIV : Virus de I’immunodéficience humaine
HLA : Human Leukocyte Antigen

HSPGs : Protéoglycanes a héparane sulfate
HSV : Herpes Simplex Virus

HTLYV : Virus T-lymphotrope humain

I

ICAMI : Inter-Cellular Adhesion Molecule 1
ICOS-L : Inducible T-cell Costimulator Ligand
ID2 : Inhibitor of DNA binding 2

IFI16 : Interferon-y Inducible protein 16

IFN : Interféron

IFNAR : IFN-I Receptor

IFNYR : IFN-y Receptor
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IKK-¢ : Inhibitory xB kinase ¢

IL : Interleukine

ILT3/7 : Immunoglobulin-Like Transcript 3/7
ILTs : IL-2 dependent HTLV-1-infected T-cells
iNKT : Invariant Natural Killer T

IRAK : Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase
IRF : Interferon Regulatory Factor

ISG : Interferon Stimulated Gene

ISGF3 : IFN-Stimulated Gene Factor 3

ISRE : IFN-Stimulated Response Elements
ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif

ITIM : Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif

J
JAK : Janus kinases

L

LAG3 : Lymphocyte-Activation Gene 3

LAIR-1 : Leukocyte-Associated Immunoglobulin-like Receptor 1
LCMV : Virus de la chorioméningite lymphocytaire

LFA-1 : Lymphocyte Function-associated Antigen 1

Lin : Lineage

LTR : Long Terminal Repeat

M

MA : Protéine de matrice

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases

Man : Mannose

Man; : Mannotriose

MAYVS : Mitochondrial Antiviral-Signaling Protein
MCMYV : Murine Cytomegalovirus

MDAS : Melanoma Differentiation-Associated protein 5
MDDCs : Monocyte-Derived Dendritic Cells
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MEEF : Mouse Embryonic Fibroblast

MEK : Mitogen-activated protein kinase kinase
MFI : Median/Mean Fluorescence Intensity
MMP : Matrix Metalloproteinase

MOI : Multiplicity of infection

MTOC : Centre organisateur des microtubules

MyD88 : Myeloid Differentiation primary response 88

N

NC : Protéine de nucléocapside

NCR : Natural Cytotoxicity Receptors
NFAT : Nuclear Factor of Activated T-cells
NK : Natural Killer

NKG2D : Natural Killer Group 2 Member D
NLR : Nod-like Receptor

NRP-1 : Neuropiline-1

NVD : Newcastle Disease Virus

P

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern
PBMC:s : Peripheral Blood Mononuclear Cells
P/CAF : p300/CBP-Associated Factor

PCR : Polymerase Chain Reaction

PD-1 : Programmed Death 1

pDC : Cellule dendritique plasmacytoide
PD-L : Programmed Death Ligand

PHA : Phytohémagglutinine

PI3K : Phospho-inositide 3-Kinase

PKC : Protein Kinase C

PKR : Protein Kinase R

PLCy : Phospholipase Cy

PMA : Phorbol 12-Myristate 13-Acetate
Poly(I:C) : Polyinosinic-polycytidylic acid
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R

RBD : Receptor Binding Domain

RIG-I : Retinoic acid Inducible Gene-I

RIP1 : Receptor-Interacting Protein 1

RLR : RIG-I-Like Receptor
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RSV : Respiratory Syncytial Virus

RxRE : Rex Responsive Element

S
SAMHDI1 : SAM domain and HD domain-containing protein 1

SHIP : Src homology 2 domain containing inositol 5-phosphatase
SHP : Src homology 2 domain-containing tyrosine phosphatase
SIDA : Syndrome d’immunodéficience acquise

SIV : Virus de I'immunodéficience simienne

SNC : Systéme nerveux central

SOCSI1 : Suppressor of Cytokine Signaling 1

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription
STING : Stimulator of Interferon Genes

STLV : Virus T-lymphotrope simien

SU : Domaine de surface

SVF : Sérum de veau foetal

Syk : Spleen tyrosine kinase

T
TApDCs : Tumor-Associated pDCs

T-bet : T-box Transcription Factor
TBK1 : Tank-binding kinase 1
TCR : T-cell Receptor

TF (antigene) : Thomsen-Friedenreich
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TGF-p : Transforming Growth Factor-3

Th : T helper

TIGIT : T-cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains
TIM-3 : T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3
TIR : Toll/Interleukin-1 Receptor

TLR : Toll-Like Receptor

TM : Domaine transmembranaire

TNF-a : Tumor Necrosis Factor-a

TRAF : Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor
TRAIL : Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand
Treg : T régulateur

TRIF : TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3
TRIM?22 : Tripartite Motif containing 22

TRIMS5a : Tripartite Motif containing So

TYK2 : Tyrosine Kinase 2

\Y%

VCAP : Vincristine, Cyclophosphamide, Doxorubicine, Prédnisone
VECP : Vindésine, Etoposide, Carboplatine, Prédnisone

VSV : Virus de la Stomatite Vésiculaire

\W4
WT : Wild Type

Y
YFV : Yellow Fever Virus
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1. Les infections virales chroniques : entre échappement au systéme immunitaire et

développement de maladies

L’infection d’un organisme par un virus peut se caractériser par trois devenirs différents : la
clairance du virus par 1’héte, la mort de 1’hote ou la mise en place d’une infection virale
chronique. Tandis que les deux premiers scénarios aboutissent a la mort d’une des deux parties,
le dernier permet la survie a la fois du virus et de son hote, contribuant ainsi a la mise en place
d’un processus de parasitisme réussi. Trois stratégies virales différentes permettent de définir
une infection virale chronique : une réplication virale persistante, un processus de latence viro-
induit ou I’intégration d’éléments viraux dans I’ensemble des cellules de 1’héte (Pour Revue :
Virgin et al., 2009). Chez I’homme, les virus de I’hépatite C (HCV), de I’hépatite B (HBV) et
de I’'immunodéficience humaine (HIV) utilisent la stratégie de réplication virale persistante, qui
se définit par la production de nouveaux virus et d’événements d’infection cellulaire de manicre
continue, exposant cependant le virus a la réponse immunitaire de 1’hote (Pour Revue :
Rehermann and Nascimbeni, 2005). La latence viro-induite correspond a un état d’inhibition
transcriptionnel de la majorit¢ des geénes viraux dans la cellule infectée. C’est une
caractéristique partagée par les différents membres de la famille des Herpesviridae (Pour
Revue : Grey, 2015). Des éléments rétroviraux endogenes (ERVs) sont présents dans
I’ensemble des cellules de 1’hote et sont issus d’un évenement de transmission verticale apres
infection de cellules germinales. De nombreux ERVs composent le génome des mammiferes,
mais ceux-ci sont tres fréquemment mutés et déficients dans la production des protéines virales
(Pour Revue : Meyer et al., 2017). Les trois stratégies ne sont pas exclusives. En effet, les virus
HIV et HBV peuvent persister dans 1’hote a la fois via une réplication virale persistante et un
mécanisme de latence virale (Chun et al., 1997 ; Marusawa et al., 2000). Comprendre comment
certains virus arrivent a persister dans leur hote malgré la présence d’une réponse immunitaire

reste un questionnement scientifique d’actualité.

La localisation du site d’infection, la cinétique de la réponse immunitaire et son amplitude, en
parallele de la vitesse de réplication virale, sont des éléments clés dans la mise en place
potentielle d’une infection chronique (Pour Revue : Virgin et al., 2009), qui, in fine, est la
résultante directe d’un échappement viral a la réponse immunitaire. Certaines protéines virales
peuvent contrer la reconnaissance de la cellule infectée par les cellules immunitaires effectrices,
inhiber la présentation antigénique, agir comme agonistes ou antagonistes de diverses cytokines

et chimiokines ou encore bloquer les effets antiviraux de I’interféron (IFN). D’un point de vue
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purement viral, I’échappement a la réponse immunitaire peut aussi se faire par la génération de
quasi-especes, conséquence de la faible fidélité de certaines polymérases virales. De maniere
générale, I’expression de protéines virales lors des infections persistantes, notamment observée
pour HBV, HCV ou HIV chez I’homme, est couplée dans 1’organisme avec une stimulation
antigénique continue des lymphocytes, ainsi qu’une production de cytokines pro-
inflammatoires et de molécules de stimulation qui peuvent altérer le systtme immunitaire. Le
systeme immunitaire doit €tre calibré de sorte a controler la réplication virale, sans pour autant
1éser les tissus infectés ou avoisinants. Si la réponse immunitaire de I’hote et la réplication virale
semblent étre dans un état d’équilibre lors de I’infection virale chronique, c’est une véritable
dynamique qui opere, pour laquelle des changements mineurs peuvent avoir des conséquences
importantes (Pour revue : Zuniga et al., 2015 ; Pour Revue : Virgin et al., 2009). Le niveau et
la nature des cytokines dans le sang et les tissus figurent parmi les éléments qui peuvent
influencer cette dynamique par exemple, puisque ces dernieres peuvent entrainer des variations
dans I’ensemble des fonctions immunitaires. Une stimulation continue de la réponse
immunitaire peut étre délétere lors des infections virales chroniques. En effet, I’activation
continue de la réponse cytotoxique peut étre a I’origine de dommages tissulaires conséquents.
Des mécanismes régulateurs existent cependant pour prévenir ces dommages. Lors des
infections chroniques, la fonction des lymphocytes T cytotoxiques peut €tre inhibée par des
cytokines immunosuppressives et 1’expression de récepteurs inhibiteurs par exemple (Pour
Revue : Virgin et al., 2009 ; Pour revue : Wherry and Kurachi, 2015). Ainsi, une trop forte
activation, ou au contraire une trop forte inhibition de la réponse immunitaire lors des infections
virales chroniques peuvent étre a 1’origine du développement de maladies, généralement

plusieurs années apres la primo-infection.

De maniere intéressante, les infections virales chroniques les plus prévalentes dans la
population humaine ne sont associées a aucune maladie, a de rares cas de maladies ou
provoquent des maladies chez les individus immunosupprimés seulement (Pour Revue : Virgin
et al., 2009). Parmi ces virus, on retrouve notamment les ERVs et les membres des
Herpesviridae, tels que le Cytomégalovirus (CMV) ou le virus d’Epstein-Barr (EBV). En
revanche, les virus dont I’infection chronique aboutit fréquemment aux développements de

maladies (HCV, HBV, HIV) ont une prévalence mondiale plus faible (Figure 1).
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Figure 1 : Prévalence de différentes infections virales persistantes dans le monde. Adapté de Virigin
et al., 2009.

Parmi ces derniers, on retrouve le virus T-lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1), un virus
dont I’infection chronique est a 1’origine du développement de deux principales maladies aux
phénotypes immunitaires opposés : la leucémie/lymphome a cellules T de 1’adulte (ATLL) et
une myélopathie associée a HTLV-1 également nommée paraparésie spastique tropicale
(HAM/TSP). Les mécanismes qui sous-tendent la pathogenese induite par HTLV-1 ne sont pas
complétement élucidés, d’autant que moins de 10 % des individus infectés vont développer des

symptomes (Pour revue : Futsch et al., 2017).

2. Description de HTLV-1

2.1. Découverte et phylogénie

Le virus HTLV-1 a été caractérisé pour la premicre fois en 1979 par I’équipe de Robert Gallo
(Poiesz et al., 1980). Initialement caractéris¢é dans une culture de lymphocytes issus d’un
lymphome cutané, HTLV-1 a pu étre isolé dans plusieurs cultures de cellules primaires issues
de patients présentant une prolifération maligne des lymphocytes T CD4+ (CD pour Cluster of
Differenciation) (Pour revue : Gallo, 2005). L’idée d’une association entre le virus et cette
maladie fut consolidée par la séropositivité de plusieurs patients qui présentaient une leucémie
a cellules T de I’adulte (Yoshida et al., 1982). HTLV-1 fut ainsi le premier rétrovirus humain

oncogene a avoir été mis en évidence. Il appartient a la famille des Retroviridae, a la sous
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famille des Orthoretrovirinae et au genre des Deltaretrovirus. Ce virus est initialement apparu
dans la population humaine apres transmission zoonotique depuis la population simienne, son
homologue simien portant le nom de STLV-1 (Virus T-lymphotrope simien de type 1) (Pour

revue : Vandamme et al., 1998).

2.2. Epidémiologie et modes de transmission inter-individus

Le nombre d’individus infectés par HTLV-1 dans le monde a récemment été estimé entre 5 et
10 millions (Pour revue : Gessain and Cassar, 2012). La distribution des individus infectés n’est
pas homogene a la surface du globe, I’infection par HTLV-1 étant associée a des foyers
endémiques. Les individus infectés sont principalement situés dans le Sud-Ouest du Japon, en
Afrique sub-saharienne, dans les Caraibes et en Amérique du Sud. Des foyers d’infection plus
restreints sont situés dans le Moyen-Orient et en Océanie. Trois modes de transmission entre
un individu infecté et un individu non infecté ont été décrits pour HTLV-1 : une transmission
de la meére a I’enfant par I’allaitement prolongé, une transmission par voie sexuelle et une
transmission par contamination sanguine. Pour réduire 1’incidence de HTLV-1, plusieurs
mesures ont été développées. Dans un premier temps, 1’analyse de la sérologie des donneurs de
sang dans certains pays a permis de réduire de maniere considérable le nombre de nouvelles
infections apres transfusion sanguine (Pour revue : Murphy, 2016). Au Japon, et pour limiter la
transmission de la mere a I’enfant, une analyse sérologique de la mere est effectuée, puis, si
celle-ci s’avere positive, plusieurs solutions peuvent étre proposées (réduction du temps de
I’allaitement naturel, alternatives a 1’allaitement naturel) (Satake et al., 2016). Enfin, des
associations de patients menent des campagnes qui visent a informer le public des conséquences

de I’infection par HTLV-1 (Grupo Vitamore au Brésil, NPO Smile Ribbon au Japon).

2.3. Organisation du génome et fonction des protéines virales

Le provirus de HTLV-1, c’est-a-dire le génome viral intégré dans le génome de la cellule,
contient des séquences codantes flanquées de deux régions terminales répétées (LTR), ces
dernieres contenant notamment les régions promotrices de la transcription virale. Plusieurs
protéines sont codées par le génome proviral de HTLV-1 (Pour revue : Matsuoka and Jeang,
2007 ; Pour revue : Verdonck et al., 2007). La particule virale de HTLV-1 est composée des
protéines de capside p24 (CA), de nucléocapside p15 (NC) et de matrice p19 (MA), codées a

N

partir du gene gag, et qui encerclent I’ARN viral génomique dimérique de polarité positive. A
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I’intérieur de la capside sont également présentes des enzymes virales, codées a partir des gene
pol et pro, a savoir la transcriptase inverse, l’intégrase et la protéase, qui assurent
respectivement les étapes de rétrotranscription, d’intégration du génome viral dans le génome
de I’hote et de maturation des particules virales. HTLV-1 est un virus enveloppé puisque la
capside proprement dite est entourée d’une portion de la membrane plasmique de la cellule
infectée. Dans cette membrane sont insérées les protéines de 1’enveloppe virale, codées a partir
du gene env. La protéine d’enveloppe est divisée en un domaine transmembranaire (TM) et un
domaine de surface (SU) (Figure 2). La région pX du génome contient plusieurs génes qui
codent les protéines régulatrices Tax et Rex et les protéines auxiliaires p8/p12, p13 et p30. Enfin
la protéine HBZ (HTLV-1 Basic Leucine Zipper Factor) est traduite a partir de la transcription

du brin antisens depuis le promoteur LTR en 3’ (Figure 3).

() 4—— Domaine de surface (SU)

y 4——— Domaine transmembranaire (TM

; Protéine d’enveloppe
Enveloppe virale )

Figure 2 : Particule virale de HTLV-1. La particule virale de HTLV-1 contient un ARN viral dimérique
directement associé a la protéine de nucléocapside (NC). Ces deux composants sont englobés par les
protéines de capside (CA) et de matrice (MA). La particule virale est enveloppée, c¢’est-a-dire recouverte
d’une bicouche lipidique, dans laquelle sont insérées les protéines de I’enveloppe virale, chacune
composée d’un domaine de surface (SU) et d’un domaine transmembranaire (TM). La particule virale
contient également des enzymes virales : la transcriptase inverse, la protéase et I’intégrase. Adapté de
Verdonck et al., 2007.
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Figure 3 : Séquences codantes du provirus de HTLV-1 (en haut) et ARNm produits apres transcription
(en bas). Le génome est flanqué de part et d’autre de deux régions promotrices : les LTRs 5° et 3°. La
transcription initiée a partir du LTR 5° permet I’expression des génes gag, pro, pol, env, tax, rex, p12,
p13 et p30. La transcription initiée a partir du LTR 3° permet I’expression du gene hbz. Les transcrits
peuvent étre non-épissés, mono-€pissés ou doublement épissés. La synthese des protéines Gag, Gag-Pro
et Gag-Pro-Pol se fait a partir du méme transcrit noté gag-pro-pol, et fait intervenir des évenements de
décalages du cadre de lecture. Les couleurs des séquences codantes sont similaires aux protéines de la
particule virale schématisée dans la Figure 2. Adapté de Verdonck et al., 2007.

La protéine Tax est une oncoprotéine aux fonctions diverses (Pour revue : Currer et al., 2012).
Tax favorise la transcription virale via I’activation du LTR, active la voie NF-kB (Nuclear
Factor-kB), régule le cycle cellulaire, réduit la réponse aux dommages de ’ADN et inhibe
I’apoptose. De maniere globale, Tax participe ainsi a la réplication virale, puisqu’il favorise la
production de protéines virales et in fine de particules virales, prévient la mort de la cellule

infectée par apoptose et induit la multiplication cellulaire.

Rex favorise I’export des ARNm viraux du noyau vers le cytoplasme par la reconnaissance
d’un motif RXxRE (Rex Responsive Element), uniquement présent sur les ARNm de HTLV-1
(Pour revue : Nakano and Watanabe, 2016). Rex contribue également a la stabilité des ARNm

viraux dans le cytoplasme, en inhibant leur dégradation. En plus de ces fonctions, Rex favorise
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la production préférentielle d’ARNm viraux partiellement ou non €pissés, qui supportent la

production des protéines virales structurales.

Les protéines p8 et p12 sont issues d’un méme cadre de lecture dans la région pX, p8 étant issue
du clivage protéolytique de pl12. Au niveau du réticulum endoplasmique, pl12 favorise une
augmentation du niveau de calcium intra-cytosolique, ce qui stimule I’activité du facteur NFAT
(Nuclear Factor of Activated T-cells), contribuant ainsi a 1’activation, la prolifération et la
différenciation des lymphocytes T, mais stimule aussi I’activation du LTR par la protéine p300,
contribuant ainsi a la réplication virale (Pour revue : Edwards et al., 2011 ; Pour revue : Rosadas
and Puccioni-Sohler, 2015 ; Pour revue : Bai and Nicot, 2012). Les protéines p8 et pl2
favorisent également ’activation de la protéine STATS (Signal Transducer and Activator of
Transcription 5), qui contribue a la prolifération cellulaire. De plus, p8 et pl12 participent a
I’échappement de la cellule infectée a la réponse immunitaire, puisque ces deux protéines
assurent la sous-expression des récepteurs ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) et
CMH-I (Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe I) a la surface cellulaire, permettant
une inhibition des réponses cytotoxiques induites par les cellules NK (Natural Killer) et

lymphocytes T cytotoxiques, respectivement.

La protéine p13 limite I’activation transcriptionnelle du LTR par Tax en inhibant son interaction
avec les facteurs CBP (CREB Binding Protein)/p300 et en inhibant I’export des ARNm de Tax
et Rex, ce qui limite par conséquent leur expression (Pour revue : Edwards et al., 2011 ; Pour
revue : Bai and Nicot, 2012). De plus, p13 possede une fonction pro-apoptotique, puisque cette
protéine induit la production de dérivés réactifs de 1’oxygene dans les mitochondries des
cellules transformées par HTLV-1. Ces deux fonctions de p13 lui conferent donc des propriétés
antivirales, mais qui contribuent cependant a éviter la propagation de cellules transformées, ce

qui serait délétere pour 1’hote.

La protéine p30 inhibe la transcription des genes viraux en limitant la fixation du complexe
Tax/CREB (cAMP Response Element-Binding protein)/p300 sur le LTR viral et en inhibant
I’export des ARNm de Tax et Rex, ce qui limite par conséquent leur expression (Pour revue :
Edwards et al., 2011 ; Pour revue : Bai and Nicot, 2012). En plus de ses propriétés favorisant
la latence virale, p30 inhibe la progression dans le cycle cellulaire et interfere avec les
mécanismes de réparation de I’ADN. Par ce biais, p30 pourrait contribuer a ’accumulation de

mutations dans le génome cellulaire, caractéristique des cellules transformées par HTLV-1.
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La protéine HBZ inhibe I’activation transcriptionnelle du LTR par Tax, inhibe 1’export des
ARN viraux par Rex, inhibe 1’activit¢ de NF-kB, inhibe I’apoptose et 1’autophagie, inhibe
I’intégrité génomique et module la réponse immunitaire (Pour revue : Ma et al., 2016 ; Pour
revue : Giam and Semmes, 2016 ; Pour revue : Matsuoka and Jeang, 2007). En plus de servir
de matrice a la synthése protéique, ’ARNm de HBZ présente des fonctions

lymphoprolifératives et anti-apoptotiques.

2.4. Tropisme cellulaire

In vivo, I’ADN proviral de HTLV-1 est principalement retrouvé dans les lymphocytes T CD4+
(Richardson et al., 1990). Le génome proviral est également retrouvé, en moindre mesure, dans
d’autres types cellulaires, comprenant notamment les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes
B, les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques myéloides et
plasmacytoides ou encore les cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse
(Koyanagi et al., 1993 ; Macatonia et al., 1992 ; Hishizawa et al., 2004 ; Pour revue : Rizkallah
et al., 2015 ; Rodrigues et al., 2018). Chez des individus asymptomatiques ou des patients
HAM/TSP, des sites d’intégrations identiques sont retrouvés dans les neutrophiles, monocytes,
lymphocytes B, lymphocytes T CD4+ et CD8+, suggérant que le virus est également capable
d’infecter les cellules souches hématopoiétiques in vivo (Furuta et al., 2017), qui se sont ensuite
différenciées en diverses populations immunitaires. Ceci pourrait notamment justifier pourquoi
certaines cellules, qui apparaissent comme résistantes a I’infection par HTLV-1 in vitro, tels

que les monocytes (Sze et al., 2013), présentent de I’ADN viral intégré in vivo.

2.5. Cycle viral

L’infection d’une cellule par un virion enveloppé démarre par 1’étape de reconnaissance de la
protéine d’enveloppe a son/ses récepteur(s), suivie par I’étape de fusion de la membrane virale
avec la membrane plasmique. Trois molécules ont été mis en évidence dans 1’entrée des
particules virales de HTLV-1 dans les lymphocytes T : les protéoglycanes a héparane sulfate
(HSPGs) (Jones et al., 2005), 1a neuropiline-1 (NRP-1) (Ghez et al., 2006) et le transporteur de
glucose de type 1 (GLUT-1) (Manel et al., 2003). Les molécules GLUT-1 et HSPGs sont
exprimées a la surface de nombreuses populations cellulaires chez les mammiferes, au contraire
de NRP-1 qui est exprimé a la surface des cellules endothéliales, des cellules dendritiques et

des lymphocytes T activés. Cependant, NRP-1 est également exprimée par de nombreuses
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lignées cellulaires transformées (Ghez et al., 2006). Ainsi, si la protéine d’enveloppe SU de
HTLV-1 peut se fixer a de nombreuses lignées cellulaires in vitro (Jassal et al., 2001), le
tropisme de HTLV-1 in vivo est quant a lui limité a certaines populations cellulaires, ce qui peut
soit étre le reflet de I’expression limité de NRP-1 au contraire de GLUT-1 et HSPGs, soit étre
associé a des mécanismes d’inhibition de I’infection qui interviendraient apres 1’entrée virale.
L’interaction de la protéine d’enveloppe de HTLV-1 avec ces trois récepteurs, probablement
séquentielle, a été proposée selon le modele suivant (Pour revue : Jones et al., 2011). Il 'y a
d’abord une premiére interaction entre SU par son extrémité C-terminale et les HSPGs, ce qui
permet la concentration des particules virales a la surface de la cellule, puis la formation d’un
complexe ternaire entre les HSPGs, NRP-1 et SU. SU interagit avec NRP-1 par I’intermédiaire
des acides aminés en positions 90 a 94 de son domaine RBD (Receptor Binding Domain). Cette
interaction 2 NRP-1 entraine un changement conformationnel de SU lui permettant alors de se
fixer a GLUT-1 (via une autre région du RBD comprenant les acides aminés 106 et 114), avant
d’amorcer le processus de fusion via le domaine transmembranaire (TM) de la protéine

d’enveloppe (Figure 4).

NRP1

€ <

e

O

e (@
D F -|

— .
& 1=
2. s

GLUT-1

HSPG

l Fusion et entrée

SuU RBD

Domaine C-terminal

[

Domaine de liaison a NRP-1
Domaine de liaison a Glut-1
Domaine de liaison a HSPG

Figure 4 : Etapes de I’entrée virale (en haut) et domaines d’interaction entre SU et les récepteurs de
HTLV-1 (en bas). Les protéines d’enveloppe de la particule virale de HTLV-1 fixent dans un premier
temps les HSPGs via leur domaine de surface (SU). Cette fixation permet le rapprochement de SU avec
NRP-1. SU peut alors fixer GLUT-1, ce qui modifie sa conformation et libere le domaine
transmembranaire (TM) qui assure la fusion entre ’enveloppe virale et la membrane plasmique. La
capside virale est alors libérée dans le cytoplasme. SU interagit avec NRP-1 et GLUT-1 via son domaine
RBD, impliquant respectivement les acides aminés 90 a 94 et 106 et 114 de SU. SU interagit avec les
HSPGs via son domaine C-terminal. Adapté de Lambert et al., 2012.
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Le modéle d’entrée décrit ci-dessus s’avére cohérent en ce qui concerne les lymphocytes T
CD4+ et les cellules dendritiques (Ghez et al., 2006 ; Jones et al., 2005 ; Manel et al., 2003 ;
Jinetal., 2006 ; Lambert et al., 2009 ; Jain et al., 2009). La molécule DC-SIGN (Dendritic Cell-
Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) joue un role prépondérant
dans la fixation et I’entrée des particules virales de HTLV-1 dans les cellules dendritiques (Jain
et al., 2009), ce qui suggere que le modele d’entrée de HTLV-1 peut également faire intervenir

d’autres acteurs moléculaires en fonction du sous-type cellulaire.

Plusieurs étapes qui composent le cycle viral de HTLV-1 n’ont pas été directement montrées,
mais suggérées a partir d’études menées sur d’autres rétrovirus, tels que HIV-1 (Pour revue :
Martin et al., 2016). Apres le processus de fusion membranaire, la capside virale des rétrovirus
est libérée dans le cytoplasme et I’ARN viral est rétrotranscrit en ADN double brin lors du
transfert de la capside vers le noyau. Si la rétrotranscription de HIV-1 se fait en parallele du
processus de décapsidation (Hulme et al., 2011), ceci n’a pas été investigué en ce qui concerne
HTLV-1. Une fois dans le noyau, I’ADN viral est inséré par I’intermédiaire de I’intégrase virale
a ’'intérieur du génome de 1’hote, cet ADN viral intégré portant également le nom de provirus.
Le site d’intégration de HTLV-1 est aléatoire et ne semble pas reposer sur des régions
chromosomiques préférentielles (Cook et al., 2014). Il a été initialement suggéré que la
transcription basale du provirus par la machinerie transcriptionnelle de 1’hote permet la synthese
de la protéine Tax, nécessaire a I’expression efficace de I’ensemble des génes viraux et qui n’est
pas présente dans la particule virale. La protéine Tax peut reconnaitre les LTRs du provirus
pour renforcer la transcription des genes viraux via le recrutement du facteur transcriptionnel
CREB et des coactivateurs transcriptionnels CBP/p300 et P/CAF (p300/CBP-Associated
Factor) (Harrod et al., 2000). Les différents ARNm produits via 1’activité transactivatrice de
Tax seront véhiculées dans le cytoplasme par I’intermédiaire de Rex avant d’étre traduits par la
machinerie ribosomique pour produire les différentes protéines structurales du virus (Env, Gag,
Gag-Pro, Gag-Pro-Pol). L’ARNm viral non épissé correspond également a I’ARN génomique
du virus. Les protéines Gag monomériques migrent alors a la membrane plasmique ou elles
multimérisent pour former les particules virales (Fogarty et al., 2011). Le mécanisme de
recrutement de I’ARN génomique du virus a la membrane plasmique n’est pas clair mais repose
probablement sur une diffusion passive de cet ARN vers la membrane plasmique ou une
interaction préalable avec les protéines Gag dans le cytoplasme. Les protéines d’enveloppe,
avant d’étre adressées a la membrane, circulent a travers le réticulum endoplasmique et

I’appareil de Golgi, ou elles sont les cibles d’événements de glycosylations (Pour revue :
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Delamarre et al., 1996). Lors du bourgeonnement viral ou rapidement apres, la protéine Gag est
clivée en trois protéines via I’activité de la protéase virale : la protéine de matrice (MA), la
protéine de capside (CA) et la protéine de nucléocapside (NC). Cet évenement de maturation
est nécessaire pour la production de particules infectieuses chez les rétrovirus (Le Blanc et al.,

2001) (Figure 5).
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Figure 5 : Cycle viral de HTLV-1. 1) Le virus reconnait son récepteur et apres fusion membranaire, la
capside pénetre dans le cytoplasme. 2) La capside se désolidarise et le processus de rétrotranscription
produit un ADN viral double brin. 3-4) Cet ADN viral double brin rentre dans le noyau et est intégré,
par I’intermédiaire de I’intégrase virale, dans le génome de I’héte. On parle alors de provirus. 5-6) Des
ARNmMm du virus sont transcrits a partir des LTRs et sont exportés du noyau vers le cytoplasme. 7) Les
protéines virales sont synthétisées a partir des ARNm viraux. 8) L”’ARN viral non épissé et les protéines
virales s’accumulent a la membrane plasmique et s’assemblent pour former une nouvelle particule
virale. 9) La particule virale bourgeonne de la cellule infectée, est relachée dans le milieu extracellulaire,
et subit un processus de maturation. Adapté de Martin et al., 2016.
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2.6. Transmission intercellulaire du virus

2.6.1. Transmission par le virus libre

Bien que des particules virales de HTLV-1 soient produites in vitro par des cellules infectées,
ces derniéres sont peu infectieuses. D’une part, les particules virales de HTLV-1 ont une demi-
vie courte, notamment due a un manque de stabilité de la protéine d’enveloppe de HTLV-1 (Li
et al., 2008 ; Shinagawa et al., 2012), ce qui diminuerait de fait la capacité d’entrée des virions
dans les cellules cibles. D’autre part, des virus HTLV-1 pseudotypés avec I’enveloppe du virus
de la stomatite vésiculaire (VSV) sont moins infectieux que des virus HIV-1 pseudotypés avec
la méme enveloppe (Derse et al., 2001). Ces différents éléments démontrent que les particules
virales de HTLV-1 sont peu infectieuses, non seulement a cause de la protéine d’enveloppe,
mais également a cause de propriétés intrinseques de la particule virale elle-méme ou de
phénomeénes qui suivent I’entrée du virus. De plus, la transfusion de plasma issu de patients
infectés par HTLV-1 n’induit aucune séroconversion du receveur (Donegan et al., 1994). Cette
observation ne reflete pas uniquement la faible capacité infectieuse des particules virales de
HTLV-1, mais également leur tres faible concentration dans le plasma des individus infectés
(Demontis et al., 2015). Ceci suggere donc qu’un autre mécanisme de transmission virale doit
avoir lieu in vivo pour assurer la dissémination virale. La transmission efficace du virus HTLV-
1 nécessite en effet un contact entre une cellule infectée et une cellule non infectée (Pour revue :
Pique and Jones, 2012 ; Pour revue : Gross and Thoma-Kress, 2016). Ce mode de transmission
viral, également décrit pour d’autres virus, augmente leur potentiel infectieux. Par exemple,
I’infection d’une cellule apres un contact avec une cellule infectée par HIV-1 est 100 a 1 000
fois supérieure en comparaison de I’infection par le virus libre (Dimitrov et al., 1993). Si une
autre étude n’observe qu’une amélioration légere de la transmission de HIV-1 par le contact
cellule-cellule (Mazurov et al., 2010), elle observe en revanche que dans le contexte de HTLV-
1, efficacité d’infection par un contact avec une cellule infectée est 10 000 fois supérieure en

comparaison de I’infection par le virus libre.

2.6.2. Transmission par le contact cellule-cellule

In vitro, trois mécanismes décrivent la transmission de HTLV-1 d’une cellule infectée a une

cellule non infectée par un contact entre deux cellules : la synapse virale (Igakura et al., 2003),

les conduits cellulaires (Van Prooyen et al., 2010) et le biofilm viral (Pais-Correia et al., 2010).
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Ces trois mécanismes de transmission virale ne sont pas exclusifs et opérent probablement

ensemble pour augmenter I’efficacité d’infection d’une cellule cible.

La synapse virale est définie comme un espace ou les particules virales bourgeonnent et se
concentrent a proximité de la membrane plasmique de la cellule non infectée (Igakura et al.,
2003) (Figure 6). Les protéines Gag et Env, ainsi que I’ARN viral de HTLV-1, se concentrent
au niveau du site de contact, avant d’étre transférés dans la cellule cible. Une repolarisation du
centre organisateur des microtubules (MTOC) vers la synapse virale a lieu dans les cellules
infectées. L’inhibition de la polymérisation des microtubules bloque la polarisation des
protéines Gag, ainsi que leur transfert dans la cellule cible, ce qui témoigne de I’importance du
cytosquelette de microtubules dans le mécanisme de transmission via la synapse virale. Par
ailleurs, la polymérisation et dépolymérisation de 1’actine est également un élément nécessaire
pour assurer la transmission du virus via le contact cellulaire (Mazurov et al., 2010). La
repolarisation du MTOC est médiée par 1’expression concomitante de Tax et 1’activation du
récepteur ICAM-1 (Nejmeddine et al., 2005). Tax favorise I’expression de ICAM-1 (Tanaka et
al., 1995), ce dernier favorisant la formation du contact entre deux lymphocytes en fixant le
récepteur LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen 1) sur la cellule non infectée. De
plus, p8 participe aussi a la formation de la synapse virale puisqu’il est capable d’accumuler la
protéine LFA-1 a la surface de la cellule infectée. Bien que I’interaction ICAM-1/LFA-1 et la
polarisation du MTOC soient des éléments communs entre la synapse virale et la synapse
immunologique, la synapse virale ne correspond pas a une reprogrammation de la synapse
immunologique. En effet, la synapse immunologique, au contraire de la synapse virale,
nécessite 1’interaction entre le TCR (T-cell Receptor) et le CMH, dure plus longtemps et
nécessite la polarisation du MTOC dans la cellule cible (Pour revue : Vasiliver-Shamis et al.,
2010). En plus d’induire I’expression d’ICAM-1, Tax contribue également a 1’expression
d’autres protéines, comme Gem et Fascin, qui favorisent le remodelage des filaments d’actines
(Chevalier et al., 2014 ; Gross et al., 2016). La protéine Gem est impliquée dans la mobilité
spontanée, la migration des cellules et la formation de conjugués cellule-cellule (Chevalier et
al., 2014), tandis que la protéine Fascin participe au relachement des particules virales et a la

transmission du virus en systeme cellule-cellule (Gross et al., 2016).
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Figure 6 : Transmission de HTLV-1 par I’intermédiaire de la synapse virale. La polarisation du MTOC
dans la cellule infectée et I’interaction entre les protéines ICAM-1 et LFA-1 favorisent la mise en place
de la synapse virale. Les particules virales bourgeonnent dans la fente synaptique, ce qui permet leur
concentration a proximité de la cellule non infectée. Adapté de Gross and Thoma-Kress, 2016.

HTLV-1 peut aussi étre transmis d’une cellule infectée a une cellule non-infectée par
I’intermédiaire de protrusions membranaires nommeées conduits cellulaires (Van Prooyen et
al.,2010) (Figure 7). Des particules virales de HTLV-1 sont présentes aux sites de contact entre
deux conduits ou entre un conduit et un lymphocyte T non infecté et le transfert de la protéine
Gag par I’'intermédiaire de ces conduits a également été observé. L’expression de la protéine p8
de HTLV-1 augmente le nombre et la longueur de ces conduits cellulaires. La protéine p8 elle-
méme peut emprunter ces conduits cellulaires pour modifier le comportement de la cellule cible,
afin de limiter I’activation du TCR ou de renforcer les contacts cellulaires via I’agrégation des
protéines LFA-1 a la surface de la cellule. Enfin, p8 contribue a la mise en place de
polysynapses, c’est-a-dire plusieurs synapses virales entre une méme cellule infectée et

plusieurs cellules non infectées, ce qui contribue a une meilleure dissémination virale.
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Figure 7 : Transmission de HTLV-1 par I’intermédiaire du conduit cellulaire. La jonction entre les deux
cellules formerait une synapse virale dans laquelle les particules virales peuvent bourgeonner. La
protéine p8 peut étre véhiculée dans la cellule non infectée via ce conduit cellulaire et contribuer a la
formation de la synapse via ’agrégation des protéines LFA-1 a la surface de la cellule non infectée.
Adapté de Gross and Thoma-Kress, 2016.

Le biofilm viral correspond a des particules virales de HTLV-1 qui se concentrent a la surface
des lymphocytes T infectés, au sein de structures riches en carbohydrates (Pais-Correia et al.,
2010) (Figure 8). Elles colocalisent ainsi avec des composants de la matrice extracellulaire
comme le collagéne ou I’agrine, ou bien d’autres molécules membranaires comme la tétherine
ou la galectine-3. Le biofilm viral est observable sur des lignées lymphocytaires transformées
par HTLV-1 et des lymphocytes d’individus asymptomatiques ou de patients HAM/TSP mis
en culture in vitro. Le transfert de cette structure d’une cellule infectée a une cellule non infectée
a lieu apres un contact physique et se déroule majoritairement en dehors de la zone de contact
direct entre les deux cellules, ce qui suggere que le biofilm viral ne correspond pas simplement

au matériel infectieux transféré lors de I’établissement de la synapse virale. Le détachement
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mécanique du biofilm viral par des lavages répétés des cellules infectées par HTLV-1 induit
une diminution de leur capacité infectieuse. Le biofilm viral obtenu apres détachement
mécanique s’avere ¢galement plus infectieux que des particules virales de HTLV-1 concentrées
(Alais et al., 2015). 1l est possible que les protéines de la matrice extracellulaire contenues dans
le biofilm viral favorisent I’adhésion des particules virales sur une cellule cible. En plus d’avoir
une fonction dans la transmission virale, il a été proposé que le biofilm viral contribue
également a la protection du virus en surface a la réponse immunitaire humorale, puisque celui-
ci est véritablement enchdssé dans une région riche en carbohydrates qui pourraient

physiquement masquer les épitopes viraux.

Lymphocyte T CD4+
infecté par HTLV-1

Lymphocyte T CD4+

Figure 8 : Transmission de HTLV-1 par I’intermédiaire du biofilm viral. Les particules virales de
HTLV-1 sont retenues a la membrane plasmique de la cellule infectée et enchéassées dans une gaine de
protéines de la matrice extracellulaire. La diffusion du biofilm viral vers une cellule non infectée peut
se faire lors d’un contact cellule-cellule. Adapté de Gross and Thoma-Kress, 2016.
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2.7. Dissémination virale

La dissémination de HTLV-1 dans I’organisme infecté est orchestrée par deux procédés : la
néoinfection, dont les mécanismes sont décrits ci-dessus, et la division mitotique des cellules
infectées (Wattel et al., 1995). Cette amplification du nombre de cellules infectées via le
processus de mitose est aussi qualifiée d’expansion clonale, un clone étant défini comme un
ensemble de cellules sceurs possédant le méme site d’intégration proviral. Le nombre de clones
différents résulte quant a lui des événements de néoinfection, puisque le site d’intégration du

provirus est stochastique (Cook et al., 2014) (Figure 9).

Clone n°1
— | P Prolifération
nfection mmortalisation cloiile
B — — Clone n°2

Figure 9 : Etapes de dissémination du virus HTLV-1 dans I’organisme. La néoinfection de lymphocytes
T CD4+ génére un certain nombre de cellules infectées avec des sites d’intégration différents.
L’expression des protéines virales, dont Tax, assure le processus d’immortalisation cellulaire, ce qui
permet a la cellule de proliférer de maniere continue. Différents clones de différentes tailles seront ainsi
obtenus. Un clone se définit par un ensemble de cellules sceurs avec un site d’intégration commun.

Le génome de HTLV-1 présente tres peu de variations nucléotidiques entre différents individus
infectés présents au sein d’'une méme région géographique ou au sein d’'un méme individu au
cours de I’infection (Gessain et al., 1992), ce qui suggere que le mécanisme de dissémination
viral résulte principalement de divisions mitotiques, d’autant que I’ADN polymérase cellulaire
est plus fidele que la transcriptase inverse du virus (Mansky, 2000). De plus, il a été observé
que le traitement de patients HAM/TSP avec de la zidovudine (ou AZT pour azidothymidine),
un inhibiteur de la transcriptase inverse de HIV-1, qui pourtant est capable de limiter la
néoinfection par HTLV-1 in vitro (Macchi et al., 1997 ; Cachat et al., 2013), ne modifie pas la

charge provirale in vivo (Taylor et al., 2006), corroborant ainsi le fait que la réplication de
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HTLV-1 est principalement liée a des divisions mitotiques. Cependant, il est également possible
que la zidovudine n’ait pas eu d’effet in vivo dans cette étude (Taylor et al., 2006). Il a
notamment ét¢ montré que la concentration optimale d’AZT nécessaire pour inhiber 1’infection
par un contact cellulaire est plus élevée que la concentration optimale pour inhiber 1’infection
par un virus libre dans le cadre de HIV-1 (Agosto et al., 2014). De plus, il est également possible
que les évenements de néoinfection soient localisés dans des niches spécifiques de 1’organisme,
tel que les organes lymphoides, ou 1’acces aux antiviraux en concentration suffisante est souvent
limité (LLorenzo-Redondo et al., 2016). Une étude a estimé que chez les individus infectés par
HTLV-1, de nouveaux clones pouvaient apparaitre au cours de 1’infection, et que ceux-ci
contribuaient en moyenne a 20 % de la charge provirale a un instant t, ce qui montre certes que
la majorité de la charge provirale est définie par I’expansion de clones préexistants, mais que
des évenements de néoinfection ont également lieu in vivo (Gillet et al., 2011). Cette idée a
longtemps été occultée a cause de 1’absence d’expression de Tax dans les cellules
immédiatement isolées a partir du sang d’individus infectés (Pour revue : Kulkarni and
Bangham, 2018). Cependant, les individus infectés présentent une réponse cytotoxique dirigée
contre Tax qui est maintenue, ce qui suggere une expression de Tax dans 1’organisme,
probablement en dehors de la circulation sanguine. De maniéere intéressante, 1’expression du
gene tax est plus élevée dans les organes lymphoides secondaires en comparaison du sang, dans
un modele de souris inoculées avec des cellules de patients ATLL (Suzuki et al., 2012). Ainsi,
ceci suggere une potentielle expression des protéines virales et une potentielle production de

particules virales dans les organes lymphoides des individus infectés.

Indépendamment du mécanisme qui participe a la réplication du virus dans 1’organisme,
I’¢lévation de la charge provirale, c’est-a-dire la fréquence des cellules contenant une
intégration du provirus parmi les PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) totaux, est
couramment associée au développement des symptomatologies viro-induites (Pour revue :
Bangham et al., 2014). Les individus chroniquement infectés présentent de nombreux clones
dont les abondances relatives, c’est-a-dire le nombre de cellules sceurs dans chaque clone, sont
variables. Le mécanisme qui régit I’expansion de ces différents clones est peu compris. Tandis
que le développement de I’ATLL chez un individu est associé a la prolifération maligne d’un
clone minoritaire qui devient ensuite majoritaire, le développement de ’HAM/TSP n’est pas
nécessairement associé a une expansion oligoclonale (Uchiyama et al., 1977 ; Pour revue :

Bangham et al., 2014). Ainsi, d’autres mécanismes doivent intervenir dans le développement
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de ces deux maladies, comme le mode de transmission viral, la charge provirale au moment de

I’infection ou des dérégulations de la réponse immunitaire.

2.8. Symptomes et traitements

2.8.1. ATLL

L’ATLL, décrite avant méme la découverte de HTLV-1 (Uchiyama et al., 1977) est une
lymphoprolifération maligne des lymphocytes T CD4+ qui apparait généralement au terme
d’une longue période d’infection par HTLV-1. L’ATLL peut se diviser en quatre sous-types
cliniques : la forme aigiie, la forme chronique, la forme indolente et la forme lymphomateuse
(Shimoyama, 1991). Les formes aigué et lymphomateuse, qui représentent a elles seules 80 %
des ATLL (Pour revue : Mehta-Shah et al., 2017), sont les plus agressives avec une médiane de
survie d’environ 9.5 mois (Katsuya et al., 2015), contre 43 mois pour les formes chroniques et
indolentes. Ces valeurs tiennent compte d’un traitement chimiothérapeutique des patients.
Différents parametres cliniques permettent de différencier les sous-types d’ATLL : le nombre
de lymphocytes T circulants, le pourcentage de lymphocytes T anormaux, le niveau de lactate
déshydrogénase dans le sang, la calcémie, la taille des ganglions lymphatiques ainsi que la
présence ou non de lésions tumorales dans les différents organes (Shimoyama, 1991). Les
symptomes quant a eux sont assez nombreux et dépendent du sous-type d’ATLL. Ils peuvent
aller de simples toux, fievres ou douleurs abdominales a des jaunisses, épanchements du liquide
pleural ou intra-abdominal voire des états d’inconscience. Les cellules leucémiques possedent
un noyau multilobé en forme de fleur (Uchiyama et al., 1977) (Figure 10). Leur phénotype est
caractérisé par 1’expression des récepteurs CD2, CD3, CD4, CD5, CD25, CCR4 (CC
chemokine Receptor 4), CADMI1 (Cell Adhesion Molecule 1) (Dahmoush et al., 2002 ; Yoshie
et al., 2002 ; Sasaki et al., 2005). D’autres récepteurs peuvent servir de biomarqueur de la
pathogenese puisque la perte d’expression de CD7 a la surface des cellules infectées est associée
a la progression vers ’ATLL tandis que I’expression de CCR7, toujours a la surface des cellules
infectées, est associée aux formes agressives de I’ATLL (formes aigiie et lymphomateuse)

(Kagdi et al., 2017).
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Figure 10 : Observation au microscope de cellules leucémiques dans le sang d’un patient avec un ATLL.
Ces cellules sont caractérisées par un noyau en forme de fleur. Issu de « Flower cells of leukemia »,
Blood 115, 2010.

Depuis 1978 au Japon, plusieurs essais cliniques d’un traitement chimiothérapeutique de
I’ATLL ont permis de mettre en place et d’optimiser le traitement des patients. Le traitement
chimiothérapeutique VCAP-AMP-VECP (VCAP pour vincristine, cyclophosphamide,
doxorubicine, prédnisone) (AMP pour doxorubicine, ranimustine, prédnisone) (VECP pour
vindésine, étoposide, carboplatine, prédnisone), mis au point une vingtaine d’années plus tard,
semble étre plus efficace que le traitement chimiothérapeutique CHOP (cyclophosphamide,
doxorubicine, vincristine, prédnisone) initialement utilisé, avec un taux de rémission de 40 %
contre 25 % et une amélioration de la survie des patients sur une durée de 3 ans (Tsukasaki et
al., 2007). Cependant, une étude longitudinale ultérieure et réalisée sur une plus grande cohorte
indique que les deux traitements chimiothérapeutiques s’équivalent (Katsuya et al., 2015). La
transplantation de cellules souches hématopoiétiques reste une alternative plus efficace que la
chimiothérapie, mais également plus difficile a mettre en ceuvre, notamment sur les personnes
réfractaires a la chimiothérapie. Pour pallier les faibles résultats obtenus avec la chimiothérapie,
des thérapies antivirales ont également été mises en place. Un traitement combiné de zidovudine
avec de I’IFN-a a montré des cas de rémissions partielles ou complétes a plusieurs reprises (Gill
etal., 1995 ; Matutes et al., 2001 ; Hermine et al., 2002). Une étude longitudinale a observé que
ce traitement antiviral est notamment plus efficace que la chimiothérapie, avec un taux de survie
des patients sur 5 ans de 46 % contre 20 %, respectivement (Bazarbachi et al., 2010) (Figure
11). En revanche, la chimiothérapie reste plus efficace que le traitement antiviral pour la forme

lymphomateuse de I’ATLL (Bazarbachi et al., 2010).
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Figure 11 : Taux de survie sur 5 ans des patients ATLL qui suivent un traitement chimiothérapeutique
ou antiviral (AZT + IFN-a). Adapté de Bazarbachi et al., 2010.

L’addition d’arsenic a la combinaison de I’'I[FN-a et de la zidovudine a été également envisagé
puisqu’in vitro, cette molécule est capable d’inhiber la prolifération des cellules infectées par
HTLV-1 (Bazarbachi et al., 1999). L arsenic, dont les fonctions sont en synergie avec I’IFN-a.,
induit I’apoptose des cellules infectées, notamment via la dégradation de Tax par le protéasome
(El-Sabban et al., 2000 ; Mahieux et al., 2001 ; Nasr et al., 2003). Bien qu’un traitement
combiné de zidovudine, d’IFN-a et d’arsenic dans un essai clinique de phase II se soit avéré
trés prometteur et non toxique, avec un taux de rémission de 100 % (comprenant les rémissions
totales et partielles) (Kchour et al., 2009), une étude de I’efficacité de ce traitement sur une
large cohorte de patients, avec notamment I’objectif d’analyser I’effet additif de 1’arsenic, reste
nécessaire afin d’évaluer son importance pour une utilisation standardisée. Outre la
chimiothérapie et le traitement antiviral, des immunothérapies ont également été envisagées.
Plus précisément, un anticorps monoclonal dirigé contre CCR4 (Mogamulizumab), un
récepteur présent sur les cellules leucémiques des patients ATLL, induit notamment une forte
réponse ADCC (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) envers ces dernieres in vitro
(Ishida et al., 2004). Le traitement de patients ATLL avec cet anticorps, combiné a une

chimiothérapie, augmente le taux de rémission complete, comparé a la chimiothérapie seule

(52 % vs 33 %) (Ishida et al., 2015).
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2.8.2. HAM/TSP

L’association entre 1’infection par HTLV-1 et le développement de 'HAM/TSP a été
caractérisée pour la premiere fois dans les Caraibes en 1985, ou des individus diagnostiqués
avec une TSP étaient également séropositifs pour HTLV-1 (Gessain et al., 1985). Peu apres,
une autre étude menée au Japon a fait le lien entre I’infection par HTLV-1 et le développement
d’une myélopathie, nommée HAM (Osame et al., 1986). Ces deux maladies étant identiques,
elles furent renommées HAM/TSP par la suite. L’HAM/TSP est caractérisée par une
inflammation chronique du systéme nerveux central (SNC). Elle se manifeste cliniquement par
une faiblesse musculaire des membres inférieurs voire une paralysie de ces derniers, mais aussi
par des lombalgies et des troubles urinaires et fécaux. Ces symptomes sont associés a des
dommages des tissus neuronaux, allant de la destruction des gaines de myéline a 1’atrophie de

la moelle épiniere.

Au contraire de I’ATLL, pour laquelle les traitements mis en place visent a éliminer les cellules
infectées de I’organisme, ou au minimum a réduire leur prolifération, le traitement actuel de
I’HAM/TSP cible uniquement les manifestations cliniques. Le traitement classique correspond
a de la prédnisolone, un glucocorticoide utilis¢ comme anti-inflammatoire. Une étude
longitudinale récente a observé que la prise continue de prédnisolone améliore les fonctions
motrices des patients HAM/TSP (Coler-Reilly et al., 2017). D’autres solutions thérapeutiques
ont également été étudiées dans le but d’éliminer le virus plutdt que de simplement traiter les
symptomes. Il a été observé que le traitement combiné de prédnisolone, de valproate et d’IFN-
a améliore les symptomes cliniques et réduit la charge provirale des patients HAM/TSP
(Boostani et al., 2015). Une autre étude a mis en évidence que le traitement combiné de
valproate et d’AZT réduit la charge provirale chez des babouins naturellement infectés par
STLV-1 (Afonso et al., 2010). Le valproate inhibe I’activit¢ des histones désacétylases,
contribuant ainsi a une augmentation de I’expression des protéines virales de HTLV-1 dans les
cellules infectées (Belrose et al., 2011), ce qui peut favoriser la lyse des cellules infectées par
la réponse T cytotoxique. Enfin, plusieurs patients HAM/TSP ont également été traités avec un
anticorps monoclonal anti-CCR4, ce qui a eu pour conséquence une réduction de la charge
provirale, de la prolifération des cellules CCR4+ et de la production de cytokines pro-

inflammatoires (Yamauchi et al., 2015).
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2.8.3. Autres maladies

Outre I’ATLL et ’'HAM/TSP, d’autres maladies ont été associées a I’infection par HTLV-1.
Parmi elles, on retrouve des maladies inflammatoires, telles que les uvéites, conjonctivites,
dermatites infectieuses, arthrites, myosites, et des maladies auto-immunes, telles que le
syndrome de Sjogren, la thyroidite de Hashimoto ou encore la maladie de Basedow (Pour
revue : Gongalves et al., 2010). Le taux de prévalence et 1’origine de ces diverses maladies sont
peu connus, leur traitement se résumant souvent a la prise d’anti-inflammatoires. En plus de ces
maladies, I’infection par HTLV-1 peut aussi faciliter les infections opportunistes par des
bactéries, champignons ou parasites, qui seront traitées par des bactéricides, fongicides ou anti-

helminthes, respectivement (Pour revue : Futsch et al., 2017).

2.9. Comparaison entre HTLV-1 et HTLV-2

La famille des virus HTLV comprend 4 virus génétiquement distincts, nommés HTLV-1 a 4,
et qui présentent tous une origine simienne. Tandis que les infections par HTLV-3 et -4 sont
épisodiques et associées a des morsures de primates chez des chasseurs d’ Afrique centrale (Pour
revue : Mahieux and Gessain, 2011), ’infection par HTLV-2 est endémique de plusieurs
populations amérindiennes et de tribus de pygmées, mais également présente chez des
consommateurs de drogues intraveineuses a travers le monde (Pour revue : Vrielink and
Reesink, 2004). La transmission du virus HTLV-2 suit les mémes modalités que celles de
HTLV-1. Les deux virus partagent les récepteurs NRP-1 et GLUT-1, tandis que I’entrée du
virus HTLV-2 dans les lymphocytes est indépendante de 1’expression des HSPGs (Jones et al.,
2006). Le tropisme des deux virus in vivo est différent puisque le tropisme préférentiel, sinon
exclusif, de HTLV-2 correspond aux lymphocytes T CD8+ (ljichi et al., 1992). Les
lymphocytes T CD8+, en comparaison des lymphocytes T CD4+, présentent une expression
réduite des HSPGs, ce qui pourrait justifier les tropismes préférentiels de HTLV-1 et HTLV-2,
en raison de leur utilisation différentielle des HSPGs pour I’entrée virale (Jones et al., 2006).
Cependant, in vivo, chez le lapin, les deux populations lymphocytaires (T CD4+ et T CD8+)
sont susceptibles a I’infection par HTLV-1 ou HTLV-2 (Kannian et al., 2012). Le tropisme
différentiel entre les deux virus proviendrait cependant de la capacité de HTLV-1 et HTLV-2 a
immortaliser préférentiellement les lymphocytes T CD4+ ou CDS8+, respectivement.

L’expansion clonale différe également entre les deux virus. Bien que le nombre de clones chez
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les individus infectés par HTLV-2 soit inférieur au nombre de clones chez les individus infectés

par HTLV-1, leur prolifération est accentuée (Melamed et al., 2014) (Figure 12).

HTLV-1 HTLV-2

Figure 12 : Divergences dans la fréquence et I’abondance des clones lors des infections par
HTLV-1 et HTLV-2. In vivo, I'infection par HTLV-1 induit la génération de nombreux clones de
lymphocytes T CD4+ au contraire de I’infection par HTLV-2, qui induit la génération d’un nombre de
clones de lymphocytes T CD8+ plus réduit. A I’inverse, I’abondance relative de chaque clone est
supérieure dans le contexte de I’infection par HTL.V-2 en comparaison de HTLV-1.

Le génome de HTLV-2 présente environ 60 % d’homologie avec celui de HTLV-1
(Shimotohno et al., 1985). Bien que plusieurs protéines conservent des fonctions similaires
entre les deux virus, des divergences de fonctions ont pu étre observées entre les protéines
homologues des deux virus, comme Tax-1 et Tax-2 ou HBZ et APH-2 (Antisens Protein of
HTLV-2) par exemple (Pour revue : Ciminale et al., 2014). Si le virus HTLV-2 est capable
d’immortaliser des lymphocytes in vitro, au méme titre que HTLV-1 (Tarsis et al., 1998),
Tax-2 présente cependant une meilleure capacité d’immortalisation des lymphocytes par
rapport a Tax-1 (Imai et al., 2013). Si HBZ et APH-2 sont tous les deux capables d’inhiber
I’activité transactivatrice de Tax (Pour revue : Ciminale et al., 2014), APH-2, au contraire de
HBZ, a cependant un temps de demi-vie plus court (Dubuisson et al., 2018), et n’induit pas de
prolifération cellulaire (Douceron et al., 2012). HTLV-2 a été caractérisé pour la premiere fois
en 1982 chez un patient avec une leucémie a tricholeucocytes (Kalyanaraman et al., 1982).
Cependant, les cellules leucémiques de ce patient n’étaient pas infectées par HTLV-2. Par

ailleurs, I’infection par HTLV-2 n’a jamais été associée au développement de I’ATLL ou autres

45



formes de cancer. En revanche, I’infection par HTLV-2 a été associée dans de rares cas au

développement de myélopathies (Pour revue : Vrielink and Reesink, 2004) (Figure 13).
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Figure 13 : Devenirs de I’infection par les virus HTLV-1 (en haut) et HTLV-2 (en bas). L’ infection par
HTLV-1 induit I"immortalisation et la prolifération des lymphocytes T CD4+. Si I’infection reste
asymptomatique dans la majorité des cas, le développement de ’THAM/TSP ou de ’ATLL apparait chez
moins de 10 % des individus. L.’ infection par HTLV-2 conduit a I'immortalisation et la prolifération des
lymphocytes T CD8+. L’infection par HTLV-2 est rarement symptomatique et repose sur le
développement de myélopathies similaires a I’'HAM/TSP.

Ces différences de symptomatologies, aussi bien qualitatives que quantitatives, font
de HTLV-2 un bon outil d’étude pour comprendre les mécanismes d’induction des symptomes
induit par HTLV-1. Avant cela, il reste néanmoins important de déterminer quels sont les
évenements moléculaires et cellulaires qui participent au développement de ces maladies viro-

induites.
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3. Le role de 'immunité dans le développement des maladies induites par HTLV-1

3.1. ATLL

3.1.1. Importance de Tax et HBZ dans ’immortalisation et la transformation

des cellules infectées

Le développement de I’ATLL est caractérisé par la prolifération maligne d’un clone de cellules
infectées par HTLV-1. L’expression des protéines virales Tax et HBZ affectent I’état de la
cellule infectée puisque ces deux protéines sont impliquées dans les processus
d’immortalisation et de transformation cellulaire, deux phénomeénes clés dans 1’oncogencse.
Tax, en favorisant la prolifération cellulaire et en inhibant 1’apoptose, favorise I’immortalisation
des cellules infectées. Tax inhibe également la machinerie de réparation de ’ADN, ce qui
conditionne ’apparition d’erreurs génétiques dans les cellules infectées par HTLV-1 et dont
I’accumulation favorise le processus de transformation cellulaire (Pour revue : Watanabe,
2017 ; Pour revue : Giam and Semmes, 2016). Les propriétés oncogenes de Tax ont été
observées a plusieurs reprises. Tax est capable de transformer des fibroblastes murins in vitro
(Matsumoto et al., 1997 ; Tanaka et al., 1990), I’inoculation de ces fibroblastes transformées
induisant par ailleurs le développement de tumeurs dans des souris (Tanaka et al., 1990). In
vivo, I’expression transgénique de Tax dans les thymocytes de souris suffit a induire le
développement de leucémies ou lymphomes (Hasegawa et al., 2006). Une étude a cependant
montré que I’expression de Tax seul ne suffit pas a transformer des lymphocytes T primaires
humains (Bellon et al., 2010), au contraire de I’ensemble des protéines virales (Aboud et al.,
1987), ce qui suggere l’intervention d’autres protéines virales dans le développement de
I’ATLL, comme HBZ, dont I’expression dans des souris transgéniques (sous la dépendance du
promoteur du gene CD4) peut conduire au développement de lymphomes (Mitagami et al.,
2015). Si Tax et HBZ contribuent au développement de I’ATLL, Tax n’est pas impliqué dans
la persistance et la prolifération des cellules leucémiques, au contraire de HBZ (Pour revue :
Giam and Semmes, 2016). En effet, les cellules leucémiques issues des patients ATLL ont
généralement une extinction de la transcription du brin sens de I’ADN proviral, codant la
majorité des protéines virales, et présentent généralement une délétion ou une hyperméthylation
du LTR en 5’, voire des mutations dans le géne tax (Pour revue : Watanabe, 2017 ; Takeda et
al., 2004). Au contraire, la transcription du gene hbz, dépendante de la transcription a partir du

LTR en 3’, est maintenue dans les cellules leucémiques (Figure 14) (Satou et al., 2006). HBZ,
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en plus d’inhiber la transcription des genes viraux, contribuant ainsi a 1’échappement aux
lymphocytes T cytotoxiques (CTLs) dirigés contre les protéines virales, assure la prolifération
des cellules leucémiques et inhibe leur apoptose. En plus de mécanismes strictement
virologiques, des déreglements de la réponse immunitaire peuvent favoriser le développement
de ’ATLL, notamment via I’induction des cytokines immunosuppressives IL-10 (Interleukine-

10) et TGF-f (Transforming Growth Factor-f3).

Mutation Délétion Hyperméthylation
de Tax du LTRen5’ dulTRen5’

Transformation
"’w — - gy W
Expression de Tax . j
Expression de HBZ Expression de HBZ Echappement 4 la réponse cytotoxique
et prolifération

Absence de reconnaissance
par les lymphocytes T cytotoxiques

Figure 14 : Echappement des cellules transformées par HTLV-1 2 la réponse cytotoxique. Les cellules
transformées par HTLV-1 perdent fréquemment I’expression de Tax, qui est associée, non seulement a
I’expression de HBZ (capable d’inhiber la transcription des génes viraux sur le brin sens du provirus),
mais aussi a des modifications génétiques, telles que des mutations dans le gene de Tax, la délétion du
LTR en 5° ou une hyperméthylation du LTR en 5°. L’inhibition de I’expression de Tax permet
notamment de limiter la reconnaissance des cellules infectées par les CTLs. Adapté de Futsch et al.,
2017.

3.1.2. Le TGF-p et I’'IL-10 : des cytokines immunosuppressives au service de la

pathogenése

I1 a été observé que des cellules leucémiques fraichement isolées de patients ATLL expriment
et produisent constitutivement du TGF-f3, au méme titre que des lignées lymphocytaires issues
de patients ATLL et maintenues en culture avec de I’IL-2 (Niitsu et al., 1988 ; Tendler et al.,
1991 ; Kim et al., 1990). De plus, I’expression du TGF-f par les cellules circulantes issues de
patients ATLL (PBMCs totaux ou lymphocytes T CD4+) est plus élevée en comparaison de
porteurs asymptomatiques ou de donneurs sains. Le sérum des patients ATLL contient des
niveaux ¢élevés d’IL-10 en comparaison de porteurs asymptomatiques ou de donneurs sains

(Mori et al., 1996 ; Kchour et al., 2013 ; Kagdi et al., 2018). Les patients présentant une forme
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agressive de ’ATLL ont par ailleurs des niveaux d’IL-10 plus élevés, associant ainsi une
concentration élevée de cette cytokine avec un pronostic défavorable (Inagaki et al., 2006 ;
Kagdi et al., 2018). De maniere similaire a ce qui est observé pour le TGF-f, des cellules
leucémiques isolées de patients avec un ATLL sont capables de spontanément produire de
I’IL-10 (Mori et al., 1996 ; Sawada et al., 2017). Ainsi, la surexpression de ces deux cytokines
anti-inflammatoires par les cellules infectées peut contribuer a la mise en place d’un
environnement immunosuppresseur. L’expression de Tax contribue notamment a 1’expression
du TGF-B et de I'IL-10 dans les cellules infectées (Kim et al., 1990 ; Mori et al., 1996).
Cependant, I’extinction de I’expression de la protéine Tax dans les cellules leucémiques in vivo
suggere que d’autres cellules, protéines ou mécanismes doivent &tre responsables de la
production d’IL-10 et de TGF-B chez les patients ATLL. HBZ, dont 1’expression reste
conservée chez ces patients, pourrait potentiellement favoriser la production de I’'IL-10. En
effet, ’expression de HBZ dans des lymphocytes T CD4+ murins promeut 1’expression de
I’'IL-10 (Yasuma et al., 2016). De plus, HBZ favorise I’expression de TIGIT (T-cell
Immunoreceptor with Ig and ITIM domains), dont la reconnaissance par les cellules
dendritiques induit une production d’IL-10 (Yasuma et al., 2016) (Figure 15). L’IL-10 est une
cytokine qui atténue les réponses inflammatoires, via I’inhibition de la présentation antigénique,
de la prolifération et des fonctions effectrices des lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Pour revue :

Blackburn and Wherry, 2007).

3.1.3. Etat des réponses T cytotoxiques et T régulatrices

Les individus infectés possedent des lymphocytes T cytotoxiques capables de reconnaitre les
antigenes viraux de HTLV-1 (Pour revue : Bangham and Osame, 2005). Tandis que les
lymphocytes T CD8+ des porteurs asymptomatiques sont capables de reconnaitre un large panel
d’antigénes de HTLV-1 apres présentation par divers haplotypes du CMH-I, ceux des patients
ATLL ont un répertoire d’épitopes réduit et une réduction de I’expression de perforine et de
granzyme (Kozako et al., 2006). Chez les individus asymptomatiques et les patients ATLL,
I’expression du marqueur d’épuisement cellulaire PD-1 (Programmed Death 1) par les
lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de Tax correle positivement avec la charge provirale
et négativement avec la production d’IFN-y et de TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) apres
stimulation antigénique (Masaki et al., 2018). Une étude a également observé que la fréquence
de lymphocytes T CD8+ exprimant PD-1 est plus grande chez les patients ATLL, en

comparaison de porteurs asymptomatiques (Kozako et al., 2009). Ainsi, la plus grande
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expression de PD-1 chez les patients ATLL pourrait favoriser un échappement du virus
HTLV-1 au contréle immunitaire. L’ immunomodulation via PD-1 nécessite la reconnaissance
de son ligand PD-L1 (Programmed Death Ligand 1) ou PD-L2 (Pour revue : Wherry and
Kurachi, 2015). Tandis que I’expression de PD-L1 n’est pas observée a la surface des
lymphocytes infectés chez les porteurs asymptomatiques, environ 20 % des patients ont des
cellules leucémiques PD-L1+ (Kozako et al., 2009). L’expression de PD-L1 a la surface des
cellules leucémiques semble également inductible via 1’activation du TCR in vitro (Shimauchi
et al., 2007), au contraire de PD-L2. L’expression des ligands PD-L1 et PD-L2 a notamment
été observée a la surface de macrophages infiltrés dans les lymphomes de patients ATLL
(Horlad et al., 2016). De maniere intéressante, un autre marqueur d’épuisement des
lymphocytes T CD8+, CD160, est exprimé de maniere préférentielle chez les patients ATLL et
les porteurs asymptomatiques en comparaison des donneurs sains, et de maniere préférentielle
a la surface des CTLs spécifiques de I’antigéne Tax (Chibueze et al., 2014). En résumé,
I’expression de marqueurs d’épuisement a la surface des lymphocytes T CDS8+, et leur

potentielle activation, favorise I’échappement des cellules infectées au contrdle immunitaire.

La réponse T cytotoxique peut €galement €tre inhibée par les lymphocytes T régulateurs. En
effet, les patients ATLL ont un nombre élevé de lymphocytes T CD4+Foxp3+ (Forkhead box
p3) par rapport aux donneurs sains (Satou et al., 2012 ; Toulza et al., 2009), ce qui peut
potentiellement étre associé a 1’expression accrue du TGF-B chez ces patients, puisque cette
cytokine stimule la génération des lymphocytes T régulateurs (Treg) a travers 1’induction de
I’expression de Foxp3 (Pour revue : Yang et al., 2010). Les lymphocytes T régulateurs sont
capables d’inhiber a la fois la prolifération autologue des lymphocytes T CD4+CD25+ des
patients ATLL et le taux de lyse des lymphocytes T CD4+Tax+ par des lymphocytes T CD8+
autologues (Toulza et al., 2009). Ceci suggere que les lymphocytes T régulateurs peuvent avoir
a la fois un role bénéfique et un role non bénéfique dans le contrdle du développement de

I’ATLL (Figure 15).
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Figure 15 : Echappement des cellules transformées par HTLV-1 au controle immunitaire. Les cellules
infectées de patients ATLL peuvent produire de I'IL.-10 et du TGF-p. L expression de TIGIT par ces
cellules induit la production d’IL-10 par les cellules dendritiques. Ces deux cytokines
immunomodulatrices favorisent la diminution de la réponse cytotoxique. L’élévation de la fréquence
des lymphocytes Treg est capable de limiter ['activité lytique des lymphocytes T cytotoxiques mais
également de limiter la prolifération des lymphocytes T infectés. Adapté de Futsch et al., 2017.

3.1.4. Altérations de la réponse immunitaire innée

Les patients ATLL sont aussi phénotypiquement caractérisés par des modifications de la
fréquence et de la fonctionnalité de plusieurs populations de I’immunité innée, bien que le
nombre d’études reste assez restreint. Une diminution de la fréquence des cellules iNKT
(Invariant Natural Killer T), des cellules NK CD56+CD16+, des cellules dendritiques
myéloides et des cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) est observée chez les patients
ATLL en comparaison de donneurs sains (Azakami et al., 2009 ; Hishizawa et al., 2004 ;
Manuel et al., 2013a). Les cellules iNKT isolées de patients ATLL ont une capacité de
prolifération et de lyse limitées apres stimulation in vitro (Azakami et al., 2009). Les PBMCs
de patients ATLL, tout comme les pDCs de porteurs asymptomatiques, produisent moins
d’IFN-o apres stimulation (Hishizawa et al., 2004). L’infection de monocytes par HTLV-1
inhibe leur différenciation in vitro en cellules dendritiques matures et fonctionnelles (Makino

et al., 2000). La diminution de fréquence et les altérations fonctionnelles de ces différentes
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populations immunitaires peut compromettre le contrdle de 1’infection virale et favoriser la

pathogenese.

3.2. HAM/TSP

3.2.1. Facteurs de risque associés au développement de PHAM/TSP

Les facteurs associés au développement de ’HAM/TSP semblent divers. La charge provirale
est un important facteur dans la prédiction du développement de ’HAM/TSP lorsque celle-ci
est supérieure a 1 %. En revanche, une charge provirale élevée ne suffit pas a justifier le
développement de ’'HAM/TSP, puisque de nombreux individus asymptomatiques présentent
une charge provirale supérieure a 1 % (Pour revue : Bangham et al., 2015). Des divergences
génétiques, telles que des polymorphismes dans les genes de diverses cytokines ou des
variations de I’haplotype du CMH-I peuvent contribuer soit a la prévention du développement
de ’THAM/TSP ou au contraire contribuer a son développement. Par exemple, I’expression de
I’allele HLA -A*02 (Human Leukocyte Antigen) est associée a une charge provirale plus faible
et un risque moindre de développer un HAM/TSP, tandis que I’allele HLA-B*54 est un facteur
qui contribue au développement de ’HAM/TSP (Pour revue : Bangham et al., 2015). D’autres
parametres, comme 1’age ou le sexe, doivent également €tre pris en considération. La maladie
se développe plus chez les femmes que les hommes et principalement chez les adultes de plus
de 50 ans. En dehors de ces parametres, une réponse immunitaire tres active, et qui signe

I’HAM/TSP, est un facteur de risque considérable.

3.2.2. L’HAM/TSP est caractérisée par une signature pro-inflammatoire

Les 1ésions du SNC, principalement caractérisées par une destruction des gaines de myéline,
sont associées a des infiltrations de lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans le parenchyme nerveux
et le liquide céphalo-rachidien (Umehara et al., 1993), et notamment de lymphocytes T CD4+
infectés par HTLV-1 et de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de Tax (Kubota et al., 2002)
(Nagai et al., 2001 ; Matsuura et al., 2015), favorisant ainsi une élévation de la charge provirale
dans le liquide céphalo-rachidien en comparaison du compartiment sanguin chez les patients
HAM/TSP (Nagai et al., 2001). Les lymphocytes T cytotoxiques peuvent reconnaitre et
éliminer les cellules exprimant Tax dans ces tissus. Cependant, il a été suggéré que cette lyse

pourrait causer des dommages collatéraux et notamment 1’apoptose de cellules avoisinantes.
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Une apoptose des oligodendrocytes a notamment été observée dans le SNC des patients
HAM/TSP, ce qui pourrait contribuer a la démyélinisation des tissus nerveux (Matsuura et al.,
2015). Ainsi, la réponse cytotoxique qui permet initialement de contrdler la réplication virale,
peut également présenter des effets contraires en favorisant la pathogenése. Les dommages des
tissus neuronaux peuvent notamment étre associés a la production accrue de molécules pro-
inflammatoires. Il a été observé que les lymphocytes issus du sang de patients HAM/TSP
expriment plusieurs cytokines pro-inflammatoires de maniere basale (IFN-y, TNF-a et IL-1p),
en comparaison de donneurs sains (Tendler et al., 1991). De plus, les patients HAM/TSP ont
dans leur plasma une concentration élevée de nombreuses cytokines pro-inflammatoires,
comprenant I’IL-6, I’'TFN-y, I’IL-4 ou le TNF-a par rapport aux porteurs asymptomatiques ou
aux donneurs sains (Neco et al., 2017 ; Starling et al., 2013 ; Chaves et al., 2016). Les
lymphocytes T CD4+ infectés qui se retrouvent infiltrés dans le SNC sont capables de produire
de ’IFN-y par le biais de I’expression de Tax (Araya et al., 2014). Tax est en effet capable de
stimuler ’activité de T-bet (T-box Transcription Factor), qui a son tour assure 1’expression de
I’IFN-y. De maniére intéressante, environ 30 % des geénes différemment régulés entre des
patients HAM/TSP et des porteurs asymptomatiques sont des genes de réponses a I'IFN
(Tattermusch et al., 2012), ce qui est le t¢émoin d’une signature de I’activité IFN chez les patients
HAM/TSP, laquelle peut étre associée, au moins en partie, a 1’é1évation de I’expression de
I’IFN-y. En plus de I’I[FN-y, les lymphocytes T CD4+ infectés expriment d’autres marqueurs,
comme CXCR3 (C-X-C chemokine receptor type 3), impliqué dans la migration lymphocytaire
sous I’impulsion de ses ligands CXCL9 (C-X-C motif chemokine Ligand 9) et CXCL10. La
concentration plasmatique de ces deux chimiokines est plus élevée chez les patients HAM/TSP
que chez les porteurs asymptomatiques ou donneurs sains (Neco et al., 2017 ; Chaves et al.,
2016). Le niveau de CXCL9 et CXCL10 est méme plus élevé chez les individus infectés qui
ont une charge provirale supérieure a 1 % par rapport aux individus avec une charge provirale
inférieure a 1 % (Chaves et al., 2016). De plus, le niveau de CXCL9 et CXCL10 dans le liquide
céphalo-rachidien correle positivement avec la progression de la maladie (Sato et al., 2013). 1l
a été proposé que I’expression de ces chimiokines favorise la migration des lymphocytes
T CD4+ et CD8+ vers le SNC (Pour revue : Yamano and Coler-Reilly, 2017). En effet, il y a
une concentration élevée de nombreuses cellules exprimant CXCR3 dans le liquide céphalo-
rachidien. De plus, le pourcentage de cellules CXCR3+ dans le compartiment sanguin des
patients HAM/TSP est inférieur a celui de porteurs asymptomatiques ou de donneurs sains, ce
qui suggere une infiltration des cellules CXCR3+ dans le liquide céphalo-rachidien (Ando et

al., 2013). L’¢lévation de la concentration en CXCL10 dans le SNC peut notamment é&tre
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attribuée aux astrocytes. En effet, si I’'I[FN-y est capable de stimuler la production de CXCL10
par les astrocytes (Ando et al., 2013), le surnageant de culture de cellules HTLV-1 suffit, en
30 minutes, a induire ’expression différentielle de plusieurs genes par les astrocytes in vitro,
dont CXCL10 (Gudo et al., 2015). Chez les patients HAM/TSP, ’ARN de HTLV-1 a pu étre
observé dans certains astrocytes par hybridation in situ (Lehky et al., 1995 ; Levin et al., 2001).
De maniére intéressante, la présence de ’ADN de HTLV-1 peut également étre détecté dans
certains astrocytes par PCR (Polymerase Chain Reaction) in situ (Levin et al., 2001). Cette
observation suggere que les astrocytes peuvent étre infectés par HTLV-1 in vivo. In vitro,
I’expression de Tax induit des modifications phénotypiques dans les astrocytes. En plus de
contribuer a la réponse inflammatoire par la sécrétion de TNF-a, d’IL-1a, de MMP-2 (Matrix
Metalloproteinase 2) ou de MMP-9, les astrocytes, via I’expression de Tax, peuvent devenir
des cibles potentielles de la réponse T cytotoxique dirigée contre HTLV-1 (Méndez et al., 1997)

(Szymocha et al., 2000), favorisant ainsi les dommages tissulaires dans le SNC.

En résumé, les lymphocytes T CD4+ infectés produisent de I'IFN-y et expriment le récepteur
CXCR3. Ces lymphocytes T, apres avoir franchi la barriere hémato-encéphalique pour se
retrouver dans le SNC, peuvent interagir avec des cellules résidentes, et notamment avec les
astrocytes, qui pourront, en réponse a I’I[FN-y sécrété par les lymphocytes T CD4+ infectés,
produire du CXCL10. Cette chimiokine pourra a son tour conduire a 1’infiltration dans le SNC
de différentes cellules exprimant le récepteur CXCR3, telles que les lymphocytes T CD4+
infectés ou non, et les lymphocytes T CD8+. Ces différentes populations lymphocytaires, via
la production active de cytokines pro-inflammatoires, contribueront a la mise en place d’une
inflammation chronique dans le tissu nerveux, avec notamment une Iésion des
oligodendrocytes, des cellules gliales et des astrocytes (Pour revue : Yamano and Coler-Reilly,

2017) (Figure 16).
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Figure 16 : Modele de la pathogenese de I"'HAM/TSP. Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ de la
circulation sanguine s’infiltrent dans le systéme nerveux central, a I’intérieur duquel, la production
d’IFN-y favorise la production de CXCL10 par les astrocytes, ce qui favorise ainsi la mise en place d’'un
gradient chimiotactique de CXCL10 et l'infiltration accrue des lymphocytes dans le SNC. Les
différentes cytokines pro-inflammatoires produites par les lymphocytes ou les astrocytes contribuent a
I’inflammation des tissus nerveux. Adapté de Futsch et al., 2017.

3.2.3. Etat des réponses T cytotoxiques et T régulatrices

De maniere surprenante, les patients HAM/TSP présentent une proportion de CTLs totaux
exprimant le marqueur d’épuisement PD-1 équivalente a celle des patients ATLL (Manuel et
al., 2013b). Cependant, chez les patients HAM/TSP, les CTLs spécifiques de Tax expriment
moins de PD-1 que les mémes CTLs chez les individus asymptomatiques (Kozako et al., 2011)
(Abdelbary et al., 2011 ; Ndhlovu et al., 2011). En parallele, il y a moins de lymphocytes
T CD8+ positifs pour un autre marqueur d’épuisement, TIM-3 (T-cell immunoglobulin and
mucin-domain containing-3), chez les patients HAM/TSP en comparaison de donneurs sains.
Plus précisément, le pourcentage de CTLs spécifiques de Tax exprimant TIM-3 est réduit chez
les patients HAM/TSP comparé aux porteurs asymptomatiques (Abdelbary et al., 2011)

(Ndhlovu et al., 2011). Sachant qu’il y a une corrélation inverse entre la fréquence de CTLs
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TIM-3+ et la production d’IFN-y et de TNF-a aprés stimulation par des peptides Tax
(Shimauchi et al., 2007), ces différentes études suggérent qu’il y a potentiellement une
réduction du controle de la réponse T cytotoxique dirigée contre Tax chez les patients
HAM/TSP. De plus, une altération de la réponse T régulatrice a également été observée,
puisque les lymphocytes T CD4+CD25+ des patients HAM/TSP ont une expression réduite de
Foxp3 en comparaison d’individus sains et de porteurs asymptomatiques, ce qui est associée a
une réduction des capacités antiprolifératives de ces cellules (Yamano et al., 2005 ; Oh et al.,

20006), et probablement a une limitation du contr6le des réponses cytotoxiques.

3.2.4. Altérations de la réponse immunitaire innée

A I’instar de ce qui est observé chez les patients ATLL, il y a également des altérations de la
réponse immunitaire innée chez les patients HAM/TSP. 1l y a notamment une diminution, dans
le sang, de la fréquence des cellules iNKT, des cellules NK CD56+CD16+, des cellules
dendritiques myéloides et des pDCs, comme observé pour les patients ATLL (Ndhlovu et al.,
2009 ; Wu et al., 2000 ; Azakami et al., 2009 ; Manuel et al., 2013a). Cependant, une seule
¢tude a montré qu’il n’y avait pas de diminution de la fréquence de ces différentes populations
chez les patients HAM/TSP (hormis iNKT car non déterminé) par rapport aux donneurs sains
(Tattermusch et al., 2012). Cette différence surprenante pourrait notamment étre le résultat de
divergences dans le protocole expérimental. Les patients HAM/TSP ont moins de monocytes
classiques et plus de monocytes intermédiaires dans le sang en comparaison des porteurs
asymptomatiques et donneurs sains. Non seulement les monocytes des individus infectés
expriment de maniere plus importante le récepteur CXCR3, mais ces derniers expriment
constitutivement des chimiokines, comme CXCL9 et CCL5 (Amorim et al., 2014 ; Castro-
Amarante et al., 2015). Il est donc possible qu’in vivo, les monocytes classiques, via
I’expression de CXCR3, migrent de maniere préférentielle vers le SNC, ce qui expliquerait leur
fréquence réduite dans le sang. De maniere similaire a ce qui a été observé chez les patients
ATLL, les patients HAM/TSP ont également une diminution de la capacité de leurs monocytes
a se différencier en cellules dendritiques matures et fonctionnelles in vitro (Nascimento et al.,
2011). Cette altération pourrait notamment contribuer a limiter la génération de cellules
dendritiques tolérogenes, aux propriétés immunosuppressives. Les cellules iNKT isolées de
patients HAM/TSP ont une capacité de prolifération et de lyse limitées apres stimulation in
vitro (Azakami et al., 2009). Les cellules NK de patients HAM/TSP ont une capacité de lyse de

la lignée rapportrice tumorale K562 qui est moins efficace par rapport aux cellules NK de
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donneurs sains (Fujihara et al., 1991). Cependant, le rdle des cellules NK dans le contrdle de
I’infection par HTLV-1 in vivo reste controversé puisqu’in vitro, les cellules NK ne peuvent
pas lyser des lymphocytes T CD4+ autologues infectés par HTLV-1 (Banerjee et al., 2007). 1
a été suggéré que ce résultat provient d’une part de la faible expression des ligands NCR
(Natural Cytotoxicity Receptors) et NKG2D (Natural Killer Group 2 member D) et d’autre part
de la sous expression d’ICAM-1, a la surface des cellules infectées, ce qui limite I’activation

des cellules NK par ces dernieres ainsi que leur adhésion, respectivement.

3.3. A la fronticre des deux maladies: balance entre pro-inflammation et

immunosuppression

Plusieurs observations permettent de définir des points de divergence dans la réponse
immunitaire qui peuvent participer a 1’orientation vers le développement de I’ATLL ou de
I’HAM/TSP. Le premier point correspond a la fonction des lymphocytes T cytotoxiques. Le
développement de I’ATLL est probablement lié a une inhibition de la réponse T cytotoxique
via ’augmentation de 1’expression de récepteurs inhibiteurs a leur surface et/ou I’inhibition de
I’expression des protéines immunogenes, telles que Tax. Au contraire, chez les patients
HAM/TSP, la plus faible expression des récepteurs inhibiteurs a la surface des lymphocytes T
cytotoxiques assure probablement une activation continue de ces cellules et le développement
d’une inflammation chronique. Le deuxieéme point correspond a I’importance de la fonction T
régulatrice, puisque des altérations dans la fréquence et/ou la fonction de ces cellules peut
limiter ou non la réponse T cytotoxique dirigée contre HTLV-1. Le troisiéme point correspond
a la différence d’expression entre Tax et HBZ. Si Tax favorise I’expression de I’'IFN-y, HBZ
favorise 1’expression de molécules anti-inflammatoires, telles que I’IL-10. Ainsi, on peut
entrapercevoir un potentiel équilibre de ces deux cytokines, dont le ratio semblerait déterminant
pour définir un état asymptomatique ou symptomatique, et plus précisément en fonction de la
cytokine dominante, le type de maladie associée (Figure 17). Le mécanisme qui pourrait régir
la rupture de cet équilibre reste cependant inconnu. Indépendamment de la fonction des
protéines virales dans 1’orientation de la réponse immune, une famille de molécules est
particulierement impliquée dans la double fonction entre inflammation et immunosuppression,
et notamment lors des infections virales chroniques, a savoir la famille des IFN-I (Pour revue :

Snell et al., 2017).
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Figure 17 : Dichotomie de certains parametres immunitaires entre les patients ATLL et HAM/TSP. Les
patients ATLL sont caractérisés par un épuisement des fonctions T cytotoxiques, un renforcement de
I’action immunosuppressive induite par les lymphocytes Treg et une augmentation du niveau d’1L-10
dans I’organisme, tandis que les patients HAM/TSP sont caractérisés par un maintien des fonctions
cytotoxiques, une potentielle perte de [’action immunosuppressive des lymphocytes Treg et une
augmentation du niveau d’IFN-y dans I’organisme.

4. La réponse IFN-I

4.1. Généralités

L’IFN-I est défini comme une famille d’interférons comprenant 13 génes d’IFN-a, un géne
unique d’IFN-B et des genes dont les protéines associées sont moins bien caractérisées,
comprenant I’'[FN-g, -0, -k, -1, -® et { (Pour revue : McNab et al., 2015). Parmi les autres
molécules d’IFN, on retrouve également I’IFN-II, comprenant comme seul membre I’IFN-y et
les IFN-III, comprenant les IFN-A 1, 2, 3 et 4. Les molécules d’IFN-I sont des cytokines

produites en réponse aux infections microbiennes, et qui présentent a la fois des propriétés
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antivirales, antiprolifératives et pro-apoptotiques. Presque toutes les cellules de 1’organisme

peuvent produire les molécules d’IFN-a et -f (Pour revue : Tomasello et al., 2014).

4.2. Mécanisme de la réponse IFN-I

L’induction de la production d’IFN-I, au méme titre que d’autres cytokines pro-inflammatoires,
résulte de la reconnaissance de motifs spécifiques aux pathogenes (ou PAMPs pour Pathogen-
Associated Molecular Patterns) par des senseurs spécialisés : les PRRs (Pattern Recognition
Receptor) (Pour revue : Brubaker et al., 2015). Les PRRs peuvent reconnaitre des ligands
microbiens provenant de bactéries, de champignons ou de virus. Les PRRs peuvent étre divisés
en 5 familles en fonction de la présence de domaines protéiques conservés entre les différents
membres : les TLRs (Toll-Like Receptor), les CLRs (C-type Lectin Receptor), les NLRs (Nod-
like Receptor), les RLRs (RIG-I-Like Receptor) et les ALRs (AIM2-like Receptor). Ces mémes
familles de PRRs peuvent également étre séparées en deux classes en fonction de leur
positionnement dans la cellule. Les TLRs et CLRs se trouvent a la membrane plasmique ou au
niveau des membranes vésiculaires de la cellule, tandis que les NLRs, RLRs et ALRs se

trouvent dans le cytoplasme.

Les TLRs sont des protéines transmembranaires composées d’une région extracellulaire riche
en leucines qui assure la reconnaissance du ligand et d’une région intracellulaire comprenant le
domaine TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor), essentiel pour la signalisation sous-jacente (Pour
revue :O’Neill et al., 2013 ; Pour revue : Brubaker et al., 2015 ; Pour revue : Jensen and
Thomsen, 2012 ; Pour revue : McNab et al., 2015). La famille des TLRs comprend 10 membres
chez ’homme. Les TLRs sont capables de reconnaitre une large variété de PAMPs. Plus
précisément, les TLR-2, -3, -4, -7, -8 et -9 sont associés a la reconnaissance de composants
viraux. Tandis que les TLR-2 et -4 sont exprimés a la membrane plasmique et sont capables de
reconnaitre les glycoprotéines de certains virus, les TLR-3, -7, -8 et -9 sont préférentiellement
associés aux vésicules endosomales et reconnaissent des ARN ou ADN viraux. TLR-3
reconnait de I’ARN double brin, TLR-7 et -8 de ’ARN simple brin et TLR-9 de I’ADN non
méthylé et riche en motifs CpG. La reconnaissance d’un PAMP par un TLR induit la mise en
place de plusieurs voies de signalisation qui aboutissent a I’activation des facteurs de
transcription AP-1 (Activator Protein 1), IRF (Interferon Regulatory Factor), et NF-xB. Tandis
qu’AP-1 et NF-«xB sont impliqués dans I’induction de I’expression de genes pro-inflammatoires

tels que I’IL-1B, I’IL-6, I’'IL-18 et le TNF-a, les IRFs, et plus particulierement IRF3 et IRF7
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sont essentiels pour 1’induction de la réponse IFN-I. Apres stimulation, il y a une dimérisation
des protéines TLRs et le domaine TIR des récepteurs TLR-7, -8 et -9 recrute I’adaptateur
MyD88 (Myeloid Differentiation primary response 88), qui a son tour recrute les kinases
IRAKI1 et IRAK4 (Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase). IRAK4 phosphoryle IRAK1,
qui recrute alors la protéine TRAF6 (Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor),
assurant I’activation sous-jacente d’IRF7, NF-kB et AP-1 par le biais de plusieurs protéines
intermédiaires. Apres reconnaissance de son ligand par TLR-3, ce dernier dimérise. Ceci a pour
conséquence de rapprocher les domaines TIRs et d’assurer le recrutement, non pas de MyD8S,
mais d’un autre adaptateur, TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-), qui
sera capable de recruter a son tour TRAF6. La signalisation via TLR-4 combine celles des TLRs
cités ci-dessus puisqu’elle est véhiculée simultanément par MyD88 et TRIF. Dans le contexte
de la réponse IFN-I et dans la majorité des populations cellulaires, le recrutement de TRAF6
active TRAF3 qui stimule a son tour I’activité de TBK1 (Tank-binding kinase 1) et IKKe
(Inhibitory kB kinase €). Ces deux kinases sont directement a I’origine de la phosphorylation,

et donc de I’activation des facteurs IRF3 et IRF7 (Figure 18).

La famille des RLRs comprend les protéines cytosoliques RIG-I (Retinoic acid Inducible
Gene-I) et MDAS (Melanoma Differentiation-Associated protein 5) (Pour revue : Brubaker et
al., 2015 ; Pour revue : Jensen and Thomsen, 2012 ; Pour revue : McNab et al., 2015 ; Pour
revue : Zevini et al., 2017). RIG-I est capable de reconnaitre des molécules d’ARN simple brin
avec une extrémité 5’ non coiffée ou des fragments courts d’ARN double brin, tandis que
MDAS reconnait des longs fragments d’ARN double brin. Les molécules d’ARN reconnues
présentent des structures spécifiques aux ARN viraux, ce qui permet de les différencier des
ARN cytosoliques eucaryotes. RIG-I et MDAS sont capables de reconnaitre un large panel de
virus 2 ARN. Apres reconnaissance des ARN viraux, RIG-I et MDAS interagissent avec la
protéine adaptatrice MAVS (Mitochondrial Antiviral-Signaling Protein). MAVS, localisée
dans la membrane mitochondriale, induit 1’activation d’une plateforme de signalisation qui
permet in fine 1’activation de NF-xB d’une part et ’activation des protéines TBK1 et IKKe
d’autre part (Figure 18).

La famille des ALRs comprend des senseurs qui participent a la détection des ADN viraux
intracytoplasmiques (Pour revue : Brubaker et al., 2015). La protéine fondatrice de ce groupe,
AIM2 (Absent in Melanoma 2) promeut la formation de I’'inflammasome aprés détection

d’ADN intracellulaire. L’inflammasome correspond a un complexe multiprotéique qui promeut
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I’inflammation par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et la mort rapide des cellules.
Un second senseur parmi le groupe des ALRs, IFI16 (Interferon-y Inducible protein 16), est
non seulement capable d’induire la formation de I’inflammasome mais aussi d’induire une
production d’IFN-I. Le role des ALRs dans la production d’IFN-I reste cependant controversé
puisque la suppression de I’ensemble des geénes de la famille des ALRs chez la souris n’impacte
pas la réponse IFN-I en réponse a une infection par un virus a ADN (Gray et al., 2016),
suggérant ainsi I’existence d’autres senseurs cytosoliques de I’ ADN viral. Parmi ceux qui furent
découverts et étudiés, celui qui semble avoir le role le plus important dans 1’induction de la
réponse IFN-I est cGAS (Cyclic GMP-AMP Synthase) (Pour revue : Vance, 2016). Lorsqu’il
reconnait de I’ADN double brin viral, cGAS subit un changement conformationnel qui lui
permet d’assurer la synthése enzymatique de cGAMP (cyclic GMP-AMP). cGAMP peut se
fixer a la protéine STING (Stimulator of Interferon Genes), qui recrute alors la protéine TBK1
pour phosphoryler IRF3 (Pour revue : Brubaker et al., 2015 ; Pour revue : Zevini et al., 2017).
IFI16 et cGAS ont des effets synergiques dans ’activation de STING, puisqu’IFI16 potentialise
I’activation de STING par cGAMP (Almine et al., 2017) (Figure 18).

La famille des NLRs et celle des CLRs participent a la mise en place de I’'inflammasome et a
la régulation de la réponse immunitaire, respectivement. Il est suggéré que les membres de la
famille des NLRs agissent rarement comme senseurs directs d’éléments viraux mais qu’ils sont
plutdt activés apres des stress cellulaires li€s a la réplication virale (perturbations membranaires,
génération de dérivés réactifs de ’oxygene) (Pour revue : Jensen and Thomsen, 2012 ; Pour
revue : Wilkins and Gale, 2010). Les CLRs quant a eux, semblent surtout impliqués dans la
suppression de la réponse IFN-I plutot que dans son activation (Pour revue : Bermejo-Jambrina

etal., 2018).
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Figure 18 : Induction de I’expression de I’IFN-I apres activation des PRRs. Apres reconnaissance de
leurs ligands respectifs (ARN simple brin ou ADN non méthylé contenant des motifs CpG,
respectivement), les récepteurs TLR-7/8 et TLR-9 dimérisent. Le domaine TIR des récepteurs recrute
MyD88, qui a son tour recrute plusieurs protéines (IRAK1, IRAK4 et TRAF6) au sein d’une plateforme
de signalisation, ce qui induit la phosphorylation sous-jacente d’IRF7. Aprés reconnaissance d’ARN
double-brin par TLR-3, le domaine TIR recrute la protéine TRIF, qui a son tour recrute plusieurs
protéines (TRAF6, TRAF3, TBK1 et IKKg) au sein d’une plateforme de signalisation. TBK1 et IKKe
activent les protéines IRF3 et 7. Les senseurs cytoplasmiques MDAS (qui reconnait de I’ARN double
brin) et RIG-I (qui reconnait de petits fragments d’ARN double brin et de I’ARN simple brin) activent
la protéine mitochondriale MAVS, qui induit I"activation de TBK1 et IKKe. Les senseurs d’ADN
cytoplasmique cGAS et IFI16 activent la protéine STING, qui recrute ensuite TBK1. L’activation
d’IRF3 ou d’IRF7 conduit a leur dimérisation et leur translocation dans le noyau, ou ils pourront stimuler
la transcription des geénes de I'lFN-a (via le dimére d’IRF7) et de 'IFN-B (via le dimere d’IRF3).
Adapté de Heaton 2015, Journal of Experimental Medicine.

La reconnaissance d’un virus par les PRRs converge généralement vers I’activation des facteurs
de transcription IRF3 et IRF7, acteurs majeurs de la transcription des genes de I’IFN-a et -f3.
Ces facteurs de transcription, une fois phosphorylés par les kinases TBK1 et IKKe, vont former
des homodimeres et hétérodiméres avant de transloquer dans le noyau ou ils pourront s’associer
aux promoteurs des genes de I’IFN-a et - (Figure 18). Dans la majorité des cas, la production
d’IFN-f est initialement induite par le facteur IRF3 puisque son expression est constitutive dans
presque toutes les cellules de 1’organisme, au contraire d’IRF7 (Pour revue : Tomasello et al.,

2014). Cet IFN-B pourra agir de maniere autocrine et paracrine pour favoriser la synthése a la
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fois d’IRF3, mais ¢galement d’IRF7, ce qui permettra la synthése des IFN-a en complément de
I’IFN-B dans un second temps (la quasi-totalité des molécules d’IFN-a nécessitant le facteur
IRF7 pour étre produites, a I’exception de I'IFN-a4). Ce rétrocontrole positif permet de
favoriser la production rapide et conséquente de molécules d’IFN-I, afin de limiter la

dissémination virale (Pour revue : Tomasello et al., 2014 ; Pour revue : McNab et al., 2015).

Les molécules d’IFN-a et -p agissent de maniére autocrine ou paracrine et activent la voie de
signalisation JAK (Janus kinases)/STAT apres leur fixation au récepteur hétérodimérique
IFNAR1/2 (Type I Interferon Receptor 1/2), qui leur est commun (Pour revue : Platanias, 2005
; Pour revue : McNab et al., 2015 ; Pour revue : Ivashkiv and Donlin, 2014). La ligation
d’IFNAR1/2 active les protéines JAK1 et TYK?2 (Tyrosine Kinase 2), qui phosphorylent les
protéines STAT1 et STAT2. Des hétérodimeres de STAT1/STAT2 phosphorylés vont interagir
avec IRF9 pour former le trimere ISGF3 (IFN-Stimulated Gene Factor 3). Une fois dans le
noyau, ISGF3 reconnait des séquences ISRE (IFN-Stimulated Response Elements) contenues
dans le promoteur d’'une multitude de geénes regroupés sous 1’appellation d’ISGs (Interferon
Stimulated Genes), afin d’assurer leur expression (Figure 19). En dehors de ce modele de
signalisation classique, les IFN-a et - peuvent aussi induire la formation d’homodimeéres de
STATI, qui sont conventionnellement plutot associés a la signalisation de I'IFN-y. Ces
homodimeres se fixent sur les promoteurs GAS (Gamma interferon Activation Site). Enfin, les
molécules d’IFN-a et -f exercent également leur activité a travers les molécules STAT3, 4, 5
(qui activent également les promoteurs GAS) ou via des voies de signalisation PI3K (Phospho-

inositide 3-Kinase) ou MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases)/p38.
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Figure 19 : Cascade de signalisation induite par I'IFN-I. La fixation de I'IFN-I sur son récepteur
IFNARI1/2 induit une activation des protéines JAK1 et TYK2 qui phosphorylent les protéines STATI
et 2. Les hétérodimeres STAT1/2 recrutent le facteur IRF9 avant de transloquer dans le noyau et
reconnaitre des séquences ISRE, induisant ainsi 1’expression de nombreux ISGs. Des homodimeres de
STATI1 ou des dimeéres d’autres protéines STAT (indiqués par le point d’interrogation) peuvent
transloquer dans le noyau et reconnaitre des séquences GAS, ce qui participe également a I’expression
d’ISGs. Adapté de Ivashkiv and Donlin, 2014.

4.3. Fonctions des IFN-I

Les IFN-I favorisent la mise en place d’une défense antivirale a travers deux principaux
mécanismes. Le premier role de I'IFN-I est I’induction d’un état antiviral au sein de la cellule
cible, et ce, via I’induction des ISGs (Pour revue : Tomasello et al., 2014 ; Pour revue :
Schneider et al., 2014). Parmi les ISGs figurent les facteurs de restriction. Il s’agit d’un large
panel de protéines dont les fonctions sont combinatoires pour mettre un frein a I’infection lors
des différentes étapes du cycle viral. Le second rdle de I'IFN-I est de contribuer au
développement de la réponse immunitaire innée et adaptative, en favorisant la mise en place
d’une réponse de type Thl (T helper 1), importante contre les infections virales (Pour revue :

Tomasello et al., 2014). En effet les IFN-I vont d’une part stimuler la survie des cellules NK
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ainsi que leurs fonctions, et d’autre part stimuler la maturation des cellules dendritiques, la
présentation antigénique aux lymphocytes T et la production d’IL-12. Les IFN-I peuvent
également stimuler directement la différenciation et la fonction des lymphocytes T CD8+

mémoires (Pour revue : McNab et al., 2015) (Figure 20).

Mise en place d’un état antiviral
dans les cellules voisines

Cellule infectée /\

effectrices

Lyse cellulaire / \

Q0

Cellule NK  Lymphocyte T CD8+

[Stimulation des fonctions

Cellule présentatrice d’antigenes

Figure 20 : Fonctions de 'IFN-I. L’IFN-I favorise la mise en place d’un état antiviral intrinséque via
I’expression d’ISGs dans les cellules infectées et non infectées voisines. En plus de cela, I'IFN-I favorise
le développement des réponses immunitaires innées et adaptatives. Adapté de McNab et al., 2015.

4.4. Importance de ’IFN-I dans le controle des infections virales

De maniére précoce et transitoire, de larges quantités d’IFN-I peuvent étre détectées a la fois
dans le sang et la rate dans le contexte d’infections systémiques, ou bien dans des régions de
I’organisme plus restreintes dans le contexte d’infections localisées (Pour revue : Tomasello et
al., 2014). Cette production d’IFN-I se traduit également par une expression élevée d’ ISGs dans
les tissus et les lymphocytes T apres une infection par LCMV (Virus de la chorioméningite

lymphocytaire), HIV ou SIV (Virus de I’'immunodéficience simienne). Bien que I’'IFN-I
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systémique devienne indétectable apres la phase aigiie, la transcription des molécules d’IFN-I
ou des ISGs reste persistante dans les cellules dendritiques, les lymphocytes T et d’autres tissus
lors de la phase chronique (Pour revue : Zuniga et al., 2015). Pour mettre en avant le role
spécifique de I’'IFN-I in vivo, il est important, soit de bloquer sa signalisation, soit d’inhiber sa

production.

In vivo, les souris déficientes pour I’expression systémique de [IFNARI1 (IFNAR1 -/-) sont plus
susceptibles aux infections par plusieurs virus, dont le virus de la forét de Semliki, le virus de
la vaccine, VSV, LCMV et le virus Influenza, que des souris non mutées. Cette susceptibilité
se traduit par une mortalité plus rapide des souris IFNARI -/- ainsi qu’une réplication virale
accrue (Miiller et al., 1994 ; Arimori et al., 2013). En parallele, des souris déficientes pour
I’expression de I’IFN-f suite a une mutation du gene de I’'IFN-f, sont plus sensibles a I’infection
par le virus Influenza que des souris qui n’ont pas cette mutation, aussi qualifiées de souris
sauvages ou WT (Wild type) (Koerner et al., 2007). Ceci suggere notamment que la fonction
de ’IFN-f ne peut pas étre compensée par I’IFN-a. Des souris IFNAR -/- ou STAT1 -/- ont une
immunopathologie exacerbée apres leur infection par le virus Influenza, caractérisée par
I’infiltration de granulocytes inflammatoires dans les poumons. Ce phénotype, associable a une
activité pro-inflammatoire élevée, est maximal pour les souris STAT1 -/-, intermédiaire pour
les souris IFNAR -/- et moindre pour les souris IFNyR -/- (IFN-y Receptor) ou WT (Durbin et
al., 2000). Ce phénomene est en accord avec d’autres résultats qui montrent que les fibroblastes
STATI -/- ou IFNAR -/- sont plus sensibles a I’infection par le virus Influenza in vitro que les
fibroblastes issus des animaux WT ou IFNYR -/- (Garcia-Sastre et al., 1998). De facon similaire
a ces études, le blocage de la signalisation IFNAR avant leur infection par SIV dans un modele
de macaques rhésus conduit a une élévation de la charge virale et une progression plus rapide
vers la pathogenese (Sandler et al., 2014). Ces différentes études suggerent que la signalisation
via PIFN-I participe au contrdle de ’infection in vivo. L’absence d’expression d’IFNAR lors
de Dlinfection par le virus Influenza ne modifie ni la génération des lymphocytes T
cytotoxiques ni le taux de clairance virale, mais limite la production de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 (Durbin et al., 2000 ; Arimori et al., 2013). Ceci suggere que, dans le
contexte du virus Influenza du moins, les IFN-I ne participent pas uniquement a un contrdle de
la dissémination virale mais participent également a la prévention de maladies viro-induite,
grace a I’induction de la production d’IL-10. En revanche, une signalisation IFN-I excessive
lors d’une infection par Influenza participe a une inflammation accrue, avec une augmentation

de la morbidité, des dommages tissulaires, une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
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soutenue, une infiltration de cellules inflammatoires dans les tissus, une induction des
récepteurs de mort cellulaire et finalement une hausse de la mortalité (Davidson et al., 2014).
Ainsi, des perturbations dans 1’activit¢ de I’IFN-I (diminution comme augmentation)

semblent contribuer a la pathogenese.

4.5. Importance de ’IFN-I dans les infections chroniques : bien contre mal ?

Lors des infections virales aigiies, il y a généralement une production transitoire et élevée
d’IFN-I dans le plasma. La production d’IFN-I tend cependant a diminuer apres sa production
initiale et est souvent indétectable lors des infections persistantes induites par LCMV, HIV,
SIV, HCV ou HBV (Pour revue : Zuniga et al., 2015). Cette inhibition de la production
systémique d’IFN-I peut étre liée a un processus homéostatique de I’organisme, pour limiter les
effets déléteres d’une expression prolongées aux IFN-I (Pour revue : Lang and Mansell, 2007),
ou bien a une régulation par le virus lui-méme, soit directement, soit indirectement. Un exemple
de suppression viro-induite directe est illustré par la capacité de I’antigéne soluble de HBV de
réduire la signalisation TLR-9 et ainsi limiter la production d’IFN-a par les pDCs (Xu et al.,
2009). Un exemple de suppression viro-induite indirecte peut étre 1’induction de la production
de TNF-a et d’IL-10 apres reconnaissance de la capside de HCV par les PBMCs (Dolganiuc et

al., 2006), ces cytokines contribuant a I’atténuation de la production d’IFN-I.

Malgré cette atténuation de la production d’IFN-I lors des infections persistantes, la signature
de la fonction de I’IFN-I, observée via I’expression des ISGs, reste quant a elle présente chez
les individus infectés par HCV ou HIV, les singes infectés par SIV ou les souris infectées par
LCMYV (Bolen et al., 2013 ; Rotger et al., 2011 ; Jacquelin et al., 2009 ; Wilson et al., 2013). Le
mécanisme qui permet le maintien de cette signature de I’activité de I’IFN-I, en absence de
niveaux détectables d’IFN-I dans le sang n’est pas totalement compris, mais pourrait
s’expliquer par une sensibilité accrue des cellules a I’'IFN-I, ce qui nécessite moins d’IFN-I pour
les stimuler, ou bien que I’IFN-I continue a étre produit dans des régions localisées (Pour revue
: Snell and Brooks, 2015). Les singes verts d’ Afrique et les macaques rhésus sont deux espéces
simiennes chez lesquelles une forte surexpression des ISGs est observée apres I’infection par
SIV. L’expression de ces ISGs revient a un niveau basal au bout d’un mois apres I’infection
pour les singes verts d’Afrique, alors qu’elle reste maintenue dans les macaques rhésus
(Jacquelin et al., 2009). De maniére intéressante, les singes verts d’Afrique infectés par SIV ne

développent pas d’activation immunitaire chronique ni de stade SIDA (Syndrome
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d’immunodéficience acquise), au contraire des macaques rhésus. L’infection par SIV du
mangabey enfumé (Cercocebus atys), qui ne conduit pas non plus au développement du stade
SIDA, est également caractérisée par une réponse immunitaire innée robuste pendant la phase
aigiie mais rapidement résolue, au contraire de ce qui est observé chez le macaque rhésus
(Mandl et al., 2008 ; Bosinger et al., 2009). De maniere intéressante, et dans le cadre d’une
infection chronique par HIV-1, les individus virémiques qui ne progressent pas vers le stade
SIDA présentent un profil d’expression des ISGs plus faible que celui des progresseurs rapides
(Rotger et al., 2011). Le maintien de la signature de I’IFN lors de la phase chronique de
I’infection correle aussi avec une réduction du contrdle viral chez les individus infectés par
HIV-1 (Rotger et al., 2011). Ainsi, la persistance de la signature de I’IFN-I semble corrélée

avec un pronostic défavorable lors des infections chroniques par HIV ou SIV.

Les premic¢res démonstrations du réle délétere de I’IFN-I au cours de I’infection chronique ont
été mises en évidence dans des modeles murins infectés par LCMV, ou I’interaction entre
I’IFN-I et son récepteur était abolie (Teijaro et al., 2013 ; Wilson et al., 2013). Si bloquer le
récepteur de I’IFN-I réduit la sécrétion précoce de cytokines pro-inflammatoires et entraine une
augmentation du nombre de cellules infectées et du titre viral lors de la phase aigiie de
I’infection, il y a, en revanche, un meilleur contrdle de la réplication virale lors de la phase
chronique de ’infection par LCMV. Ceci se traduit par une meilleure clairance virale, une
restauration de 1’architecture physiologique de la rate (normalement perturbée au cours de
I’infection par LCMV), une augmentation de la fréquence des populations immunitaires dans
la rate et une diminution de I’expression de I’IL-10 et de PD-L1 (Teijaro et al., 2013 ; Wilson
et al., 2013). La signalisation chronique de I’'IFN-I conduit donc au développement d’un
programme immunosuppressif chez les souris infectées par LCMV, qui pourrait notamment
limiter 1’activité des lymphocytes T CD8+ et expliquer pourquoi I’absence de signalisation de
I’IFN-I contribue a une réduction de la charge virale lors de I’infection chronique des souris par
LCMV. L’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+ est nécessaire pour le contrdle des
virus réplicatifs comme LCMV, SIV, HIV, HCV ou HBYV, puisqu’une réponse cytotoxique
robuste et multifonctionnelle correle avec une protection contre la symptomatologie viro-
induite (Pour revue : Zuniga et al., 2015). Les fonctions des lymphocytes T CD8+ pendant une
infection chronique sont réduites en comparaison de celles des cellules T effectrices ou
mémoires générées pendant 1’infection aigiie (Pour Revue : Virgin et al., 2009). Cet état de
faible réponse des lymphocytes T CD8+ est qualifi¢ d’épuisement, phénomene couramment

observé lors des infections chroniques humaines et murines et les cas de cancers, et qui semble
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associé a la stimulation continue de la réponse cytotoxique (Pour revue : Wherry and Kurachi,
2015). Le phénotype d’épuisement est caractérisé par 1’expression continue et élevée de
récepteurs inhibiteurs a la surface des cellules : principalement PD-1 mais aussi, TIM-3, LAG3
(Lymphocyte-Activation Gene 3), 2B4 ou CD160 entre autres, qui inhibent la réponse effectrice
de la cellule apres fixation de leurs ligands. L’expression cumulée de ces marqueurs signe un
phénotype d’épuisement plus important (Pour revue : Zuniga et al., 2015 ; Pour revue : Wherry
and Kurachi, 2015). LAG3 est notamment exprimé par les lymphocytes T des macaques rhésus
mais pas par les lymphocytes T du mangabey enfumé (Cercocebus atys) apres I’infection par
SIV (Bosinger et al., 2009). Indépendamment de ces récepteurs, 1’épuisement des lymphocytes
T CD8+ peut également étre induit par des cytokines immunosuppressives, comme 1’IL-10 ou
le TGF-B. L’IFN-I peut lui-mé&me favoriser cet état d’épuisement puisqu’il est capable d’induire
la production de PD-L1 ou d’IL-10 par les cellules présentatrices d’antigénes (Pour revue :
Ivashkiv and Donlin, 2014) (Figure 21). Enfin les lymphocytes Treg semblent participer a ce
phénomeéne d’épuisement immunitaire, probablement via la sécrétion de cytokines
immunosuppressives (Pour revue : Wherry and Kurachi, 2015). Une expansion de lymphocytes
Treg est notamment observée lors des infections chroniques par HIV, HCV ou LCMYV,
contribuant ainsi au processus d’immunosuppression. L’épuisement cellulaire peut affecter
d’autres populations immunitaires, comme les lymphocytes T CD4+, ce qui conduit a une
réduction de la production d’IL-2, de TNF-a et d’IFN-y (Pour revue : Zuniga et al., 2015).
L’ensemble de ces phénotypes contribuant a I’immunosuppression rappelle ce qui a été

précédemment décrit pour les patients ATLL (Figure 17).
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Figure 21 : L’IFN-I inhibe la réponse T-cytotoxique a travers 'activité¢ des cellules présentatrices
d’antigene. En réponse a 'IFN-I, les cellules présentatrices d’antigenes expriment de I’IL.-10 et PD-L.1,
qui favorisent I’inhibition de la réponse T-cytotoxique. Adapté de Ivashkiv and Donlin, 2014.

En résumé, I'I[FN-I a une fonction ambivalente lors des infections virales. Si les molécules
d’IFN-I contribuent a la protection antivirale a travers la production d’ISGs ou le
développement des réponses immunitaires innées et adaptatives, elles contribuent également a
la persistance des virus dans I’organisme via leurs propriétés immunosuppressives (Pour revue
: Snell et al., 2017). L’effet ambivalent de I'IFN-I a également été observé lors de
I’administration d’IFN-I aux souris infectées par LCMV. Si une administration précoce, lors de
la premiere semaine de I’infection favorise une augmentation de la fréquence et du nombre
absolu de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques du virus, une administration de la méme
quantité d’IFN-I au-dela d’une semaine d’infection n’a aucun effet (Wang et al., 2012). Dans
certains cas, 1’administration tardive d’IFN-I peut méme étre délétere. En effet, chez les
macaques rhésus, 1’administration continue d’IFN-02a durant la phase chronique d’infection
par SIV favorise la progression vers le stade SIDA (Sandler et al., 2014). Il est donc concevable
que les études qui ont investigué 1’effet d’un traitement de patients infectés par HIV-1 avec de
I’IFN-a pégylé se sont traduites par des résultats mitigés, avec soit une amélioration du contrdle

viral, soit peu ou pas d’effets (Pour revue : Zuniga et al., 2015). Pour d’autres virus, tels que

70



HBV et HCV, ’IFN-a pégylé est cependant un traitement de référence pour les patients, en
conjugaison avec des drogues antivirales (Pour revue : Tan et al., 2018 ; Pour revue : Ghany et
al., 2009). De maniere intéressante, certains patients infectés par HCV ne répondent pas au
traitement de référence qui consiste en une combinaison d’IFN-a et de ribavirine. Ces individus
réfractaires présentent généralement une signature IFN-I soutenue avant le traitement (Chen et
al., 2005 ; Bolen et al., 2013). Ainsi, il y a non seulement des différences d’efficacité d’un
traitement a ’IFN-a selon le type de virus, mais également selon 1’état immunitaire des
individus infectés. Dans le contexte de HTLV-1, plusieurs études se sont concentrées sur le

potentiel de ’IFN-I dans le contrdle de son infection et dans le traitement de ses symptomes.

4.6. La réponse IFN-I dans le contexte de I’infection par HTLV-1

4.6.1. L’IFN-I au service des individus infectés par HTLV-1

4.6.1.1. L’IFN-I comme traitement de PATLL

Si des résultats positifs ont ét€ obtenus apres traitement des patients ATLL avec une
combinaison d’IFN-a et d’AZT, le mécanisme antiviral induit par ce traitement reste quant a
lui peu documenté. Une étude récente a montré qu’au niveau moléculaire, le traitement combiné
se caractérise, chez les patients ATLL qui répondent positivement au traitement, par des
modifications phénotypiques des PBMCs entre le moment ou démarre le traitement et 1 ou 2
ans apres (Macchi et al., 2017). En effet, les PBMCs remis en culture apres traitement, au
contraire des PBMCs remis en culture avant le début du traitement, sont caractérisés par une
inhibition totale de 1’activité de rétrotranscription de HTLV-1 (mesurée par un test d’activité
de la transcriptase inverse), la réduction de la quantité de protéines de matrice pl9 dans le
surnageant de culture et la réduction de I’expression des ARNm de Tax et Rex. Le traitement
est également capable de modifier le profil de clonalité (monoclonalité vers oligoclonalité) pour
certains individus. Bien que I’expression de Tax et Rex dans les PBMCs soit variable selon les
patients, la quantité de protéines de matrice pl19 dans le surnageant de culture est réduite de
75 a 88 % pour tous les répondeurs en comparaison des mémes PBMCs avant traitement, au
méme titre que 1’activité de rétrotranscription, qui est inhibée chez tous les répondeurs (Macchi
et al., 2017). Une autre étude s’est intéressée, non pas aux marqueurs virologiques, mais plutot
aux marqueurs immunitaires pour évaluer I’impact du traitement combiné de ’IFN-a, de ’AZT

et de ’arsenic (Kchour et al., 2013). L’étude vise a mesurer le profil d’expression des cytokines
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Th1/Th2/Treg chez les patients avant et apres traitement (sur une durée de 30 jours). Le
traitement induit une diminution du pourcentage de lymphocytes T CD4+ circulants et une
augmentation du pourcentage de lymphocytes T CDS8+ circulants. Une diminution du
pourcentage de cellules CD4+CD25+, phénotype des cellules infectées in vivo, et de la charge
provirale, est observée chez tous les patients apres traitement. Le traitement combiné de
I’'IFN-a, de ’AZT et de I’arsenic induit, chez les patients ATLL, un remodelage de la réponse
immunitaire avec une diminution de I’expression des transcrits associés a la réponse Th2/Treg
(Foxp3, IL-10 et IL-4) au profit d’une augmentation de I’expression des transcrits associés a la

réponse Thl (IFN-y et [L-2) (Kchour et al., 2013) (Figure 22).
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Figure 22 : Conséquences d’un traitement antiviral des patients ATLL. Un traitement combiné

d’IFN-a, de zidovudine et d’arsenic chez les patients ATLL favorise la diminution de I’expression des
protéines virales par les cellules infectées, de 1’expression de Foxp3, et in fine des fonctions
immunomodulatrices, avec une baisse de I’expression de I'IL-10 au profit de I'IFN-y.

Le traitement combiné de I'I[FN-a, de I’AZT et de I’arsenic joue ainsi un role important dans la

mise en place d’un micro-environnement immunitaire antiviral, ce qui contribue probablement

72



au controle de la réplication virale en plus de leurs effets antiviraux directs observés in vitro.
Une étude récente a comparé les effets antiviraux de I’I[FN-a et de I’IFN-f3 apres un traitement
ex vivo de PBMC:s isolés de patients ATLL (Dierckx et al., 2017). Tandis que I’'IFN-f présente
une capacité antiproliférative et pro-apoptotique plus importante que I’IFN-a, les deux
cytokines réduisent de maniere similaire la quantité de protéines de matrice p19 dans le

surnageant de culture de ces PBMCs (Dierckx et al., 2017).

4.6.1.2. L’IFN-I comme traitement de THAM/TSP

Plusieurs études cliniques réalisées sur des petits groupes de patients HAM/TSP montrent un
effet positif de 'IFN-a comme agent thérapeutique. Pour les patients qui répondent au
traitement (2/3 des patients HAM/TSP dans la majorité des études), il y a une amélioration des
symptOmes cliniques pendant et apres le traitement, qui se caractérise par une amélioration des
performances motrices et une diminution de I’incontinence (Kuroda et al., 1992 ; Nakamura et
al., 1990 ; Yamasaki et al., 1997 ; Rafatpanah et al., 2012). D’un point de vue moléculaire, les
effets observés varient selon les études. Dans la majorité des études, le traitement des patients
HAM/TSP par I'IFN-a inhibe la prolifération lymphocytaire et réduit la charge provirale
(Shibayama et al., 1991 ; Yamasaki et al., 1997 ; Rafatpanah et al., 2012 ; Saito et al., 2004).
Les études penchent en faveur d’une diminution de la réponse cytotoxique, soit via une
réduction de la fréquence des lymphocytes T mémoires et de 1’expression de la perforine dans
ces cellules (Saito et al., 2004), soit via une moindre expression de I’IFN-y au profit de I’IL-4
(Feng et al., 2004). Enfin, en dehors des analyses qui peuvent étre faites a partir des cellules du
sang, une ¢tude a associ¢ le traitement des patients HAM/TSP a I’[FN-a avec une diminution
de la quantité de cellules CD4+CD25+ dans le liquide céphalo-rachidien (Feng et al., 2003). En
conclusion, I’'IFN-a semble avoir un effet positif sur I’évolution clinique des patients HAM/TSP
mais des études sur le long terme et sur de plus larges cohortes de patients sont nécessaires pour
argumenter de sa potentielle utilité dans le traitement des patients. Ex vivo, la remise en culture
de PBMC:s issus de patients HAM/TSP en présence d’IFN-a montre un effet positif de cette
cytokine sur le contrdle de I’infection puisqu’elle inhibe la prolifération spontanée des
lymphocytes T CD4+, la prolifération des lymphocytes T CD8+ stimulés par les antigénes
viraux, diminue D’expression des antigénes viraux pl9 et p24 et limite D’activité de
rétrotranscription, tous ces éléments contribuant finalement a la diminution du nombre de

copies virales intégrées (Ijichi et al., 1995). Un traitement similaire avait montré dans une autre
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¢tude une diminution du niveau d’expression de Gag dans les lymphocytes T (Tattermusch et

al., 2012).

L’effet de I’IFN-B sur une petite cohorte de patients HAM/TSP a également été investigué et
indique une amélioration 1égere de la motricité apres évaluation clinique (Oh et al., 2005). D’un
point de vue moléculaire, le traitement a ’IFN-f induit une réduction de la quantité d’ARNm
de Tax dans les PBMC:s et une réduction de la fréquence de lymphocytes T CD8+ dirigés contre
la protéine Tax par rapport a la population CD8+ totale chez les patients (Oh et al., 2005). Ce
traitement diminue également la capacité de lymphoprolifération lorsque les PBMCs sont remis
en culture. Il n’y a cependant pas de différences au niveau de la charge provirale ou dans le
nombre absolu de la population immunitaire CD4+ ou CD4+CD25+ avant et apres traitement
(Oh et al., 2005). Si I’'IFN-f3 semble avoir ici un effet antiprolifératif sur la population totale de
PBMCs de maniere globale, des clones de cellules infectées issues de patients HAM/TSP, et
isolés par dilutions limites, ne subissent pas un effet antiprolifératif avec de I’'IFN-B (Smith et
al., 1999). Il est possible que I’inhibition de la signalisation de I’IFN-I dans les cellules infectées
puisse réduire 1’activité antiproliférative de I’IFN-3, mais que cette activité soit conservée lors

du traitement de PBMCs, via I’activation d’un état antiviral global.

Il semble donc que pour les patients HAM/TSP, un traitement a I’IFN-I soutient des réponses
différentes qu’il s’agisse d’un traitement & I’'IFN-a ou -f (Figure 23). Tandis que I'IFN-a
favoriserait une diminution de la charge provirale et une inhibition de la réponse T cytotoxique,
I’IFN-B favoriserait la diminution de I’expression de ’ARNm de Tax et le processus de
lymphoprolifération. De maniere similaire a ce qui a été fait pour les PBMCs issus de patients
ATLL (Dierckx et al., 2017), une étude récente a mis en exergue les différences moléculaires
que peuvent exercer I’'IFN-a et ’IFN- sur des cellules de patients HAM/TSP (Leal et al.,
2018). Tandis que le traitement ex vivo de PBMCs issus de patients HAM/TSP par de I’I[FN-f
diminue la lymphoprolifération, I’IFN-a ne présente pas cet effet. Par ailleurs, un traitement sur
une courte période (48h) de PBMCs isolés a partir de patients HAM/TSP avec de I’'IFN-f
permet une surexpression de plusieurs facteurs de restriction, dont TRIMSa (Tripartite Motif
containing Sa), TRIM22 (Tripartite Motif containing 22) et BST2 (Bone marrow Stromal cell
antigen 2)/tétherine, qui n’est pas observée avec de I’I[FN-a. L’expression de ces facteurs de
restriction correle négativement avec 1’expression de Tax. Des études complémentaires sont
cependant nécessaires, sur un plus large panel de patients, pour confirmer I’efficacité des IFN-

a et -p dans le traitement des patients HAM/TSP, avec une possibilité éventuelle de combiner
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ces deux cytokines lors du traitement. Une étude antérieure a déja mis en évidence que des
effets combinés de I'IFN-a et -3 permettait un meilleur contréle de I’infection par HTLV-1 in
vitro que les cytokines seules (D’Onofrio et al., 1992). Une combinaison de ces deux cytokines
pour le traitement de I’ ATLL pourrait également étre envisagée sur des patients réfractaires au

traitement antiviral déja mis en place (IFN-a et AZT).

HAM-TSP

Amélioration des symptomes cliniques =

Réduction de la charge provirale S

—» Réduction de la lymphoprolifération
Diminution de la réponse cytotoxique
N Diminution de I'expression de Gag
N Diminution de I'expression de Tax

N Induction de I'expression des ISGs

Figure 23 : Impacts différentiels de I'lFN-a et de I'IFN-f sur le traitement des patients HAM/TSP. Les
traits pleins sont associés a une relation directe entre le type d’IFN et I’effet observé. Les traits en
pointillés mettent en perspective I’effet supérieur d’un type d’IFN par rapport a I’autre sur I’ observation
d’un effet. L absence de fleches correspond a des relations non démontrées.

4.6.2. Meécanismes moléculaires du contrdéle de l’infection de HTLV-1 par

PIFN-I

L’IFN-I est important pour inhiber la néoinfection d’une cellule par HTLV-1, que ce soit des
fibroblastes (Nishida et al., 1985), des PBMCs, des CBMCs (Cord Blood Mononuclear Cells)
(Macchi et al., 1990), des lignées lymphocytaires ou des lymphocytes primaires (Cachat et al.,
2013) (Figure 24). Un traitement unique a ’I[FN-I exogene participe a la mise en place d’un
phénotype antiviral pendant plusieurs semaines a la fois dans les PBMCs et les CBMCs et
permet de diminuer le nombre d’intégrations provirales ou le nombre de cellules positives pour
I’expression de la protéine de matrice p19 apres coculture avec des cellules infectées par HTLV-

1 (MT-2) irradiées (Macchi et al., 1990). Le pré-traitement de cellules Jurkat ou de lymphocytes
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primaires activés avec de I’IFN-a limite leur infection par des cellules infectées par HTLV-1
ou HTLV-2, de maniere dose-dépendante (Cachat et al., 2013). L’IFN-o n’inhibe pas les phases
initiales du cycle viral, a savoir I’entrée virale, la rétrotranscription ou I’intégration, mais affecte
ses phases tardives, puisque le traitement a ’IFN-a de cellules transfectées avec les clones
moléculaires de HTLV-1 ou -2 (ce qui permet artificiellement de contourner les trois étapes
indiquées ci-dessus), limite 1’expression des protéines virales de capside p24 et de Tax-1 et -2
(Cachat et al., 2013). L’IFN-a assure I’augmentation de 1’expression de PKR (Protein Kinase
R) et de sa forme phosphorylée. L’inhibition de I’expression de PKR abolit 1’effet protecteur
de I’IFN-a sur I’expression de la protéine de capside p24 et de I’activation du LTR viral. Il ne
semble pas que I’effet de I’'I[FN-a sur la réplication virale soit direct, via I’inhibition de I’activité
transactivatrice de Tax, mais plut6t associé a une inhibition de son expression (Cachat et al.,
2013). En effet, le traitement a ’'IFN-a de lymphocytes T infectés dont la prolifération est
dépendante de I’IL-2 (ILTs pour IL-2 dependent HTLV-1-infected T-cells) induit également
une surexpression de PKR et une diminution de 1’expression de Tax. En présence d’un
inhibiteur de PKR et d’IFN-q, il y a une restauration de 1’expression de Tax (Kinpara et al.,
2013). En dehors de I’expression de PKR et de la diminution de 1’expression de Tax, le
traitement a I’IFN-a des ILTs induit une diminution de leur lymphoprolifération, une
diminution de I’activit¢ NF-«B et une augmentation de la mortalité (activation de la réponse
p53), qui sont d’autant plus renforcées lorsqu’une combinaison avec de I’AZT est utilisée
(Kinpara et al., 2013). Outre I’addition d’IFN-o exogéne sur les lymphocytes infectés par
HTLV-1, il a également été observé que la coculture d’ILTs avec des cellules stromales, telles
que les HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T) par exemple, diminue I’expression de
I’ARNm de gag et I’accumulation de la protéine de matrice p19 dans le surnageant de culture.
L’inhibition de I’expression de ’ARNm de gag est associée a I’expression d’IFN-I, et plus
précisément d’IFN-B par les cellules stromales (Figure 24). La coculture d’ILTs avec des
cellules MEF (Mouse Embryonic Fibroblast) IRF7 -/- ne réprime plus I’expression de ’ARNm
de gag et tend méme a augmenter son expression. Enfin, 16h apres leur injection par voie
péritonéale dans des souris IRF7 -/-, ces ILTs présentent une meilleure expression de I’ARNm
de gag, ce qui suggere que la suppression de I’expression de HTLV-1 in vivo, du moins dans

les phases initiales, se déroule par un mécanisme dépendant d’IRF7 (Kinpara et al., 2009).
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Figure 24 : Effets de I'I[FN-a exogene dans le contexte de I’infection par HTLV-1. L’IFN-a induit la
mise en place d’un état antiviral et prévient I’infection des lymphocytes par HTLV-1. Sa fonction est
ambivalente au niveau des cellules déja infectées. En effet, si I'I[FN- a est capable de réduire I’ expression
des protéines virales apres traitement des ILTs, ses effets sont moindres sur les lignées transformées par
HTLV-1. L’IFN-I produit par les cellules stromales suffit a reproduire I’effet de I'I[FN-o exogene sur
les ILTs.

Les études présentées ci-dessus s’accordent a indiquer que I’inhibition de I’infection des
lymphocytes par HTLV-1 aprés une stimulation a 'IFN-a est véhiculée par le facteur de
restriction PKR. De maniere générale, I’IFN-a est capable d’induire 1’expression de plusieurs
facteurs de restriction capables d’inhiber la progression dans le cycle viral. La fonction de ces
molécules a cependant été peu caractérisée dans le contexte d’une infection par HTLV-1, la
plupart n’ayant pas ou peu d’activité antivirale envers ce dernier. Par exemple, alors que le
facteur SAMHDI1 (SAM domain and HD domain-containing protein 1), en agissant sur la
déplétion du pool de nucléotides nécessaires au mécanisme de rétrotranscription, induit
’apparition d’intermédiaires de réplication de HTLV-1 responsables d’un cycle viral abortif au
sein des monocytes (Sze et al., 2013), la fonction de SAMHDI lors de I’infection virale par
HTLV-1 reste cependant controversée. D’une part I’infection de MDDCs (Monocyte-Derived
Dendritic Cells) par des cellules infectées par HTLV-1 n’est pas améliorée lorsque les MDDCs
expriment Vpx, un inhibiteur de SAMHDI1 (Gramberg et al., 2013). D’autre part, I'I[FN-a
n’inhibe pas les étapes du cycle viral de HTLV-1 comprises entre I’entrée et I’ intégration virale
dans les lymphocytes (Cachat et al., 2013), comme déja mentionné ci-dessus. De méme, tandis

que certaines études mettent en évidence que la protéine APOBEC3G (Apolipoprotein B
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mRNA-editing Enzyme Catalytic polypeptide-like 3G), une désaminase a l’origine de
mécanismes d’éditions nucléotidiques lors de la rétrotranscription et qui est présente dans les
particules virales de HTLV-1, n’affecte pas ou trés peu la capacité infectieuse des virions
(Ohsugi and Koito, 2007 ; Navarro et al., 2005 ; Mahieux et al., 2005), d’autres observent
I’opposé (Derse et al., 2007 ; Sasada et al., 2005). La divergence de ces résultats pourrait étre
le reflet de la quantité de protéines APOBEC3G produites a 1’issue de la transfection (Ohsugi
and Koito, 2007 ; Navarro et al., 2005 ; Derse et al., 2007 ; Sasada et al., 2005). Si ’expression
de la tétherine inhibe le relachement et de ce fait I’infectiosité des particules virales libres de
HTLV-1, elle n’affecte pas ou peu la transmission du virus par un contact cellule-cellule pour
des niveaux d’expression similaires a ceux induisant une diminution de I’infectiosité du virus
libre de plus de 90 % (Ilinskaya et al., 2013). 1l est intéressant de noter que HTLV-1 peut utiliser
les fonctions de la tétherine a son avantage, puisque I’accumulation de particules virales a la
membrane plasmique peut contribuer a I’efficacité du mécanisme de la transmission virale par
un contact cellule-cellule. Enfin, le facteur de transcription CIITA (Class II Transactivator), qui
permet 1’expression du CMH-II, posséde des propriétés antivirales puisqu’il inhibe la
réplication de HTLV-1 et HTLV-2 (Pour revue : Forlani et al., 2013). Ce mécanisme inhibiteur
est médié par I’inhibition de la translocation des protéines Tax-1 et Tax-2 du cytoplasme vers
le noyau et la suppression de leurs capacités transactivatrices sur le LTR viral. En résumé, si
peu de facteurs de restriction semblent vraiment efficaces pour inhiber le cycle viral de HTLV-
1 dans les lymphocytes in vitro (PKR et CIITA) (Figure 25), il est possible que ces facteurs
n’aient pas de réel impact in vivo. De plus, certains ISGs ont des activités provirales. C’est
notamment le cas d’ADAR1 (Adenosine Deaminase Acting on RNA 1), qui a une action

antagoniste a PKR (en limitant sa phosphorylation) (Cachat et al., 2014).
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Figure 25 : Cycle viral de HTLV-1 et facteurs de restriction. Les facteurs de restriction CIITA, PKR et
tétherine inhibent respectivement les étapes de transcription des genes viraux, de traduction et de
relachement des particules virales. La fonction des facteurs APOBEC3G et de SAMHDI1, qui inhibent
tous deux le processus de rétrotranscription par deux mécanismes différents, reste controversée dans
I’infection des lymphocytes. Adapté de Martin et al., 2016.

Enfin, I’impact de ’IFN-I sur les lymphocytes T déja infectés reste controversé puisqu’un
traitement a I’[FN-a ne provoque pas de diminution de 1’expression de Tax dans la lignée
transformée par HTLV-1 Hut102, et n’induit qu’une diminution de I’expression de la protéine
de matrice p19 dans le surnageant, potentiellement associable a une expression de la tétherine,
et donc une rétention des particules virales a la surface membranaire (Kinpara et al., 2013). De
maniére similaire, seul un traitement a I’IlFN-a prolongé et répété de la lignée transformée par
HTLV-1 MT-2 peut induire une diminution de la transcription virale (D’Onoftio et al., 1992),
suggérant une meilleure capacité des cellules transformées a résister a I’effet antiviral de
I’'IFN-o (Figure 24). Les cellules infectées échappent probablement a I’action de I’'IFN-a via

I’inhibition de sa signalisation.
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4.6.3. Altérations de la signalisation IFN-I

La transfection du clone moléculaire de HTLV-1 (c’est-a-dire I’intégralité du génome de
HTLV-1) dans des cellules HEK293T inhibe 1’activation des promoteurs contenant des
séquences ISRE aprées 1’ajout d’IFN-a ou -3, et par conséquent 1’expression des ISGs (Feng and
Ratner, 2008). Cette inhibition n’est pas liée a une diminution de I’expression du récepteur
IFNARU1 ala surface des cellules infectées (Smith et al., 1999), mais semble néanmoins associée
aux ¢étapes précoces de la signalisation de I’IFN-I, puisque le traitement de PBMCs ou de
HEK?293T transfectées par le clone moléculaire de HTLV-1 avec de ’IFN-a ne permet pas une
phosphorylation efficace de JAK1, TYK2 STATI1 ou STAT?2 (Oliere et al., 2010) (Figure 26).
Une inhibition de la phosphorylation de la protéine STATI suite a la stimulation avec de
I’IFN- B est également observée dans des lymphocytes infectés issus de patients HAM/TSP, en
comparaison de lymphocytes non infectés issus des mémes patients (Smith et al., 1999). Si
I’infection par HTLV-1 est capable d’inhiber les étapes précoces de la signalisation de I’IFN-I,
le mécanisme moléculaire de cette inhibition n’a quant a lui pas été ¢lucidé. En revanche, la
transfection d’un plasmide permettant ’expression de Tax dans des cellules HEK293T ou
Jurkat induit également une inhibition de I’activation des promoteurs contenant des séquences
ISRE aprés 1’ajout d’IFN-a ou -B, ce qui suggere que la protéine Tax seule peut inhiber la
signalisation de ’IFN-I (Charoenthongtrakul et al., 2011 ; Zhang et al., 2008), effet qui est
perdu lorsque la protéine Tax est incapable d’interagir avec CREB (Feng and Ratner, 2008)
(Zhang et al., 2008). Tax n’empéche pas la formation du complexe ISGF3 mais inhibe I’activité
transactivatrice de STAT?2, en se fixant au CBP/p300 (Zhang et al., 2008) (Figure 26). Tax
modifie spécifiquement la voie JAK-STAT en réponse a 'IFN-I et n’a pas d’effet sur la

signalisation de I’'I[FN-y (Zhang et al., 2008).

De maniere générale, les virus ont développé diverses stratégies pour contourner la réponse
IFN-I, afin de limiter la réponse antivirale. Outre 1’inhibition de la signalisation de I’'ITFN-I, les
virus peuvent également mettre en place des stratégies afin d’inhiber la production d’IFN-I ou
d’éviter leur reconnaissance par les PRRs (Pour revue : Tomasello et al., 2014) (Pour revue :

McNab et al., 2015).
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Figure 26 : Inhibition de la signalisation IFN-I par HTLV-1. HTLV-1 est capable d’inhiber la
phosphorylation des protéines JAK1, TYK2, STAT1 et STAT2, le mécanisme précis n’étant pas
déterminé et symbolisé par un point d’interrogation. La protéine Tax est également capable d’inhiber le
recrutement des facteurs CBP/p300 par le complexe IRFO/STAT1/STAT2. Adapté de Ivashkiv and
Donlin, 2014.

4.6.4. Altérations de la production d’IFN-I

Des cellules transformées par HTLV-1 (MT-2 et MT-4) ne produisent pas d’IFN-f lorsqu’elles
sont infectées par le virus Sendai au contraire de lignées lymphocytaires non infectées, ce qui
suggere un effet inhibiteur de HTLV-1 sur la production d’IFN- (Yuen et al., 2016). L’ impact
de HTLV-1 sur I’expression de I'IFN- B a été évalué a plusieurs reprises a I’aide d’une
construction IFN-B-Luciférase transfectée dans des cellules HEK293T. L’activation du
promoteur de I’IFN-f, qui peut étre induite via la stimulation de TLR-3 avec du poly(I:C)
(Polyinosinic-polycytidylic acid) ou la transfection de divers effecteurs de la voie de
signalisation de I'IFN-B (STING, cGAS, TBKI1, IKKzg, IRF3), est inhibée par la protéine Tax
(Yuen et al., 2016 ; Narulla et al., 2017 ; Wang et al., 2017a). Tax est capable d’interagir avec
TBKI, ce qui contribue a inhiber la phosphorylation d’IRF3 et in fine la production d’IFN-f
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(Yuen et al., 2016). Tax est également capable d’interagir avec STING et d’inhiber son
ubiquitination, en plus d’interrompre son interaction avec TBK1, ce qui a pour conséquence
une inhibition de la phosphorylation d’IRF3 dépendante de la signalisation via STING (Wang
et al., 2017a). Enfin, Tax inhibe la dimérisation d’IRF3 (Yuen et al., 2016). L’inhibition de la
dimérisation d’IRF3 est également observée apres la transfection du clone moléculaire de
HTLV-1 dans des lymphocytes primaires (Oliere et al., 2010). En plus de limiter la
phosphorylation d’IRF3, Tax peut favoriser sa dégradation via ’activité de la protéine SOCS1
(Suppressor of Cytokine Signaling 1). L’expression de Tax est corrélée avec celle de SOCS1
dans des cellules Jurkat transfectées avec un plasmide codant Tax, des lignées cellulaires
infectées par HTLV-1 ou des PBMCs transfectées avec le clone moléculaire de HTLV-1
(Charoenthongtrakul et al., 2011 ; Oliere et al., 2010). L’expression de SOCSI favorise la
réplication virale et inhibe la production d’ARNm d’IFN- dans la cellule infectée. SOCSI1
interagit avec IRF3 et induit sa dégradation par le protéasome lorsque les deux protéines sont
exprimées de maniere exogene dans des cellules HEK293T. Cependant, un effet direct de
SOCSI1 sur la protéine IRF3 dans les lymphocytes infectés par HTLV-1 n’a pas été démontré
expérimentalement mais suggéré (Oliere et al., 2010) (Figure 27). SOCSI1 est surexprimé dans
les lymphocytes T CD4+ des individus infectés par rapport aux donneurs sains (Oliere et al.,

2010), son expression pouvant ainsi contribuer a I’échappement de la réponse antivirale.

Trois études s’opposent cependant au schéma selon lequel Tax régule négativement I’activation
d’IRF3. La premicre d’entre elles montre que la co-transfection de Tax avec TBK1 et/ou IKKe,
potentialise 1’activation du promoteur de la construction IFN-B-Luciférase dans des cellules
HEK293T (Diani et al., 2015). La seconde indique que dans la lignée Hut102, qui est une lignée
cellulaire transformée par HTLV-1 et produisant la protéine Tax de maniere continue, la
protéine IRF3 n’est pas sous-exprimée, 1’expression de Tax favorisant par ailleurs sa
phosphorylation (Suzuki et al., 2010). Enfin, la troisieme montre que 1’expression de Tax

n’affecte pas ’activité de TBK1 et la dimérisation d’IRF3 (Hyun et al., 2015).

En conclusion, si des études montrent un effet de Tax activateur de la réponse IFN-I par le biais
d’IRF3 (Suzuki et al., 2010 ; Diani et al., 2015), d’autres suggerent un effet inhibiteur de Tax
sur la réponse IFN-I par le biais d’IRF3 (Yuen et al., 2016 ; Oliere et al., 2010)
(Charoenthongtrakul et al., 2011 ; Narulla et al., 2017 ; Wang et al., 2017a) (Figure 27). Ces
résultats contradictoires peuvent étre li€s aux différents modeles cellulaires utilisés dans ces

études ainsi qu’aux niveaux d’expression de Tax dans les cellules transfectées, qui pourrait
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alors avoir des fonctions différentes selon sa concentration. Cependant, il parait plus probable
que Tax contribue a I’inhibition de la réponse IFN-I, puisqu’il s’agit 1a d’'un mécanisme
favorable a la persistance virale. De plus, Tax inhibe de maniere spécifique les activités de
signalisation de RIG-I et de MDAS, d’autres senseurs capables d’induire la production
d’IFN-I (Hyun et al., 2015). Ce mécanisme d’inhibition se fait grace a la fixation par Tax d’une
protéine en aval de la voie de signalisation : RIP1 (Receptor-Interacting Protein 1). Tax
n’empéche pas 1’association de RIP1 a RIG-I mais limite I’interaction entre RIP1 et IRF7, ce

qui inhibe la signalisation IRF7 (Hyun et al., 2015) (Figure 27).

Si des études se sont intéressées aux effets de Tax sur la modulation des fonctions d’IRF3 ou
d’IRF7, une seule étude s’est penchée sur le role de HBZ sur la modulation de ces deux facteurs.
Tandis que Tax et HBZ ont des effets cumulés sur I’inhibition de 1’activité transcriptionnelle
d’IRF3, ces deux protéines présentent des effets antagonistes sur 1’activité transcriptionnelle
d’IRF7 (Narulla et al., 2017). En effet, HBZ améliore 1’activité transcriptionnelle d’IRF7 au
contraire de Tax, qui I’inhibe. L’effet potentiateur de HBZ sur I’activité d’IRF7 passe par les
activités de TBK1 et IKKe. HBZ peut interagir avec IRF7 mais n’interagit pas avec IRF3. Par
cette interaction, HBZ pourrait potentiellement stabiliser I’activité transcriptionnelle d’IRF7.
HBZ n’empéche ni la phosphorylation et la dimérisation d’IRF3 (au contraire de Tax), ni ne
limite sa translocation dans le noyau. Si son role spécifique dans I’inhibition de la signalisation
IRF3 n’est pas totalement élucidé, HBZ pourrait avoir un effet inhibiteur au niveau
transcriptionnel (Figure 27), avec la mise en place d’une compétition pour les facteurs
CBP/p300. Ainsi, un effet cumulatif des protéines Tax et HBZ sur I’inhibition de I’activité

d’IRF3 augmente potentiellement les capacités d’évasion de HTLV-1 a la réponse immunitaire.

Enfin, en plus des effets de Tax et HBZ, la protéine p30 inhibe 1’expression d’ISGs apres
I’activation des senseurs TLR-3 ou TLR-4, respectivement par du poly(I:C) ou du
lipopolysaccharide, dans des monocytes et des MDDCs. D’un point de vue moléculaire, p30
est capable d’inhiber I’initiation et 1’élongation transcriptionnelle des genes de I’I[FN-a et de

I’IFN-f apres la stimulation de TLR-3 ou -4 (Fenizia et al., 2014) (Figure 27).
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Figure 27 : Mécanismes d’inhibition et de stimulation de la production d’IFN-I par les protéines Tax et
HBZ. La protéine Tax peut interagir avec la protéine TBK1 et inhiber I’activation d’IRF3 ou au contraire
stimuler son activation en fonction des études. Tax interagit avec STING et RIP1 et inhibe leur
signalisation sous-jacente. Enfin, Tax peut favoriser la dégradation de TBK1 par la stimulation de
I’expression de SOCS1. HBZ inhibe I’activité transcriptionnelle du dimere d’IRF3 et stimule
I’activation d’IRF7. La protéine p30 inhibe I’activité transcriptionnelle des dimeres d’IRF3 et d’IRF7.
Les protéines Tax, p30 et HBZ représentées en bleu ont des fonctions inhibitrices et les protéines Tax
et HBZ représentées en vert ont des fonctions activatrices sur la production d’IFN-I, respectivement.
Adapté de Ivashkiv and Donlin, 2014.

4.6.5. Reconnaissance du virus HTLV-1 par des senseurs de 'immunité innée

Une réponse antivirale se met en place apres I’entrée de particules virales de HTLV-1 dans les
monocytes primaires humains in vitro (Sze et al., 2013). Cette réponse antivirale est caractérisée
par une phosphorylation des protéines IRF3 et STAT1 et une induction de I’expression d’ISG56
et de RIG-I. En parallele, la quantité d’ARN viral et de protéines de capside p24 diminue au
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cours du temps. L’infection de monocytes par HTLV-1 est abortive in vitro, puisque I’entrée
du virus dans ces cellules induit leur apoptose, observée par I’expression accrue du facteur pro-
apoptotique Bax (Bcl-2-Associated X protein) et des formes clivées des caspases 3 et 9. Le
mécanisme d’apoptose est associé a 1’activité du facteur de restriction SAMHDI1, qui limite
I’activité de rétrotranscription et favorise I’accumulation d’intermédiaires de rétrotranscription.
Ces derniers peuvent étre reconnus par le senseur d’ADN STING, ce qui conduit a I’expression
accrue d’ISGs et de Bax, avant I’apoptose (Sze et al., 2013). L’apoptose est également induite
apres la transfection d’intermédiaires de rétrotranscription de HTLV-1 dans la cellule, en
I’absence d’autres éléments viraux. D’une manicre similaire 8 SAMHDI, les protéines Ku70 et
IF116 sont également capables d’inhiber la réplication virale et de favoriser la réponse antivirale
innée dans les lignées de monocytes THP-1 mais également dans les monocytes primaires
in vitro (Wang et al., 2017b ; Yang et al., 2018). L’inhibition de leur expression conduit a une
réduction drastique de la phosphorylation de p65 et d’IRF3, ainsi qu’une inhibition de
I’expression de I’IFN-B et du TNF-a dans les monocytes, lorsque ceux-ci sont cultivés en
présence de cellules infectées par HTLV-1. Ku70 et IFI16 sont également capables d’interagir
avec des intermédiaires de rétrotranscription de HTLV-1 et avec STING. L’absence de STING
ne permettant plus de voir les effets inhibiteurs de Ku70 et IFI16 sur la réplication virale et sur
la régulation positive de la réponse antivirale, ces études suggerent que ces deux protéines
participent a la réponse antivirale dirigée contre HTLV-1 via I’activité¢ de STING. En revanche,
aucune étude sur I'implication de c¢GAS dans la reconnaissance des intermédiaires de
rétrotranscription de HTLV-1 et la potentielle activation de STING n’a été menée. En dehors
des monocytes, le virus libre de HTLV-1 peut également étre reconnu par les pDCs, par
I’intermédiaire de TLR-7 (Colisson et al., 2010). Des études supplémentaires sont requises pour
savoir si HTLV-1 peut également étre reconnu par d’autres populations cellulaires, mais
également si les monocytes ou les pDCs sont capables de produire de ’IFN-a en réponse a
I’infection par HTLV-1 in vivo. Les pDCs étant des cellules spécialisées dans la production
d’IFN-I dans 1’organisme, et au vu des propriétés de I’'I[FN-I a induire des phénotypes
immunitaires inflammatoires ou immunosuppresseurs lors des infections virales chroniques
(Pour revue : Snell et al., 2017), une altération de ces cellules dans le cadre de ’ATLL et/ou de

I’HAM/TSP pourrait potentiellement contribuer au développement des deux maladies.
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5. La cellule dendritique plasmacytoide

5.1. Ontogenese et phénotype

Les cellules dendritiques plasmacytoides et cellules dendritiques conventionnelles (cDC) sont
issues d’un progéniteur de cellules dendritiques commun (CDP) (Pour revue : Collin and
Bigley, 2018). L’orientation de la différenciation du CDP en pDC ou ¢DC repose sur deux
facteurs de transcription antagonistes : E2-2 et ID2 (Inhibitor of DNA binding 2), le premier
signant le développement des pDCs. Les pDCs sont caractérisées par I’expression de plusieurs
marqueurs de surface : CD123, CD45RA et CD4, mais aussi des récepteurs qui sont
intrinsequement impliqués dans la régulation de leur fonction principale : la production
d’IFN-I. Parmi eux, on retrouve BDCA-2 (Blood Dendritic Cell Antigen-2) (CLEC4C/CD303),
BDCA-4 (NRP-1/CD304), ILT3 (Immunoglobulin-Like Transcript 3), ILT7, DCIR (Dendritic
Cell Immunoreceptor), NKp44, FceRI (High-affinity IgE receptor), DR6 (Death Receptor 6) ou
encore CD300a/c (Pour revue : Collin and Bigley, 2018). Une étude récente a montré que les
pDCs peuvent elles-mémes é€tre subdivisées en trois sous-populations en fonction de
I’expression des marqueurs PD-L1 et CD80, apres leur stimulation (Alculumbre et al., 2018).
Ces trois populations ont des fonctions spécialisées dans la réponse immunitaire. Par exemple,

la population PD-L1+ CD80- est spécialisée dans la production d’IFN-L.

5.2. Roles

Les pDCs sont aptes a reconnaitre des éléments viraux et a répondre a ces stimuli par la
production rapide et en grande quantité d’IFN-I (Pour revue : Collin and Bigley, 2018) (Pour
revue : Swiecki and Colonna, 2015). La reconnaissance des éléments viraux se fait
principalement par TLR-7 et TLR-9. De plus, ces cellules sont capables de sécréter d’autres
cytokines apres stimulation, notamment des molécules pro-inflammatoires (TNF-a, 1L-6), et
des chimio-attractants (CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 et CXCL10). Ces derniers peuvent attirer
les lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés au niveau des sites d’infections (Pour revue : Sozzani
etal., 2010). Les pDCs peuvent également directement provoquer la mort des cellules infectées
a travers 1’expression de la protéine TRAIL (Tumor necrosis factor related apoptosis inducing
ligand) (Chaperot et al., 2006 ; Pour revue : Swiecki and Colonna, 2015). Enfin, les pDCs sont
importantes pour ponter 'immunité innée et ’immunité adaptative, et notamment assurer les

fonctions des lymphocytes T CD8+ et des cellules NK (Swiecki et al., 2010). A ’état basal, les
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pDCs expriment des niveaux intermédiaires de molécules du CMH-II dont I’expression est
augmentée apres activation, en parallele de marqueurs de co-stimulation, tels que CD40, CD80,
CD83 et CD86 (Pour revue : Swiecki and Colonna, 2015) (Figure 28). S’il a été montré que
ces cellules peuvent présenter des antigenes viraux aux lymphocytes T CD4+ (Pour revue :
Villadangos and Young, 2008), des études récentes ont cependant mis en évidence que les pDCs
ne peuvent pas polariser ou induire la prolifération des lymphocytes T CD4+ au contraire de
leurs précurseurs directs (pre-DC) (See et al., 2017). Aussi, on peut supposer que les
observations initiales étaient probablement associées a des contaminations de la population de
pDCs par des pre-DCs, puisque ces cellules partagent des récepteurs en commun (CD123,
CD303 et CD304), qui peuvent étre utilisés pour ’isolation ou I’identification des pDCs par

cytométrie.

IL-6

Cytotoxicité <= TRAIL /? er)l» L)) Inflammation

s
CMH-II, CD40, CD80, CD83, CD86

~ IFN-I

Présentation antigénique ? Recrutement cellulaire

Chimiokines

v

Expression des ISGs et orchestration des réponses
immunitaires innées et adaptatives

Figure 28 : Fonctions des pDCs. Apres activation, les pDCs expriment des récepteurs en surface
(TRAIL, CMH-II, CD40, CD80, CD83, CD86) et produisent plusieurs molécules (IFN-I, chimiokines,
TNF-a, 1L-6), définissant ainsi la multifonction des pDCs. La représentation de ces fonctions est non
exhaustive. Adapté de Swiecki and Colonna, 2015.
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5.3. Fonctions des pDCs dans le contréle immunitaire

5.3.1. Infection virale aigiie

La production d’IFN-I par les pDCs en réponse aux infections virales aigiies est souvent limitée
dans le temps et en termes d’amplitude. La sécrétion d’IFN-I par les pDCs apparait lors des
étapes précoces des infections systémiques par plusieurs virus, tels que MCMV (Murine
Cytomegalovirus), VSV, LCMV, HSV1 (Herpes Simplex Virus 1) (Pour revue : Swiecki and
Colonna, 2015). La déplétion des pDCs a I’aide d’un anticorps (anti-Ly6C/G) dans les souris
inhibe la production d’IFN-a apres leur infection par MCMV (Asselin-Paturel et al., 2001)
(Krug et al., 2004). De plus, des souris MyD88 -/- et TLR-9 -/- présentent une susceptibilité
accrue a ’infection par MCMV (Delale et al., 2005). In vivo, I’infection par RSV (Respiratory
Syncytial Virus) dans un modele murin induit le recrutement des pDCs dans les poumons, dont
le nombre reste élevé jusqu’a la clairance de I’infection. La déplétion de ces pDCs réduit la
clairance virale et entraine une inflammation dans les tissus pulmonaires, les pDCs contribuant
ainsi a la fois au contrdle de RSV et a la modulation des réponses immunitaires locales (Wang
et al., 2006 ; Smit et al., 2006). Bien que plusieurs études montrent un role important des pDCs
dans la production d’IFN-a et dans le contrdle viral dans les premiers instants de 1’infection,
d’autres ne montrent aucun effet de ces cellules. En effet, pour des virus qui ciblent les voies
respiratoires, tels que RSV, NVD (Newcastle Disease Virus) ou Influenza, des études montrent
que les pDCs, méme si elles sont recrutées au niveau des poumons, ne jouent pas un role
essentiel dans la production d’IFN-a ou dans la clairance virale (Jewell et al., 2007 ;
GeurtsvanKessel et al., 2008 ; Kumagai et al., 2007 ; Wolf et al., 2009). De maniere
intéressante, deux €études ultérieures montrent que les propriétés des pDCs dans le contrdle de
I’infection virale semblent dépendantes a la fois de la taille de I’inoculum viral (Swiecki et al.,
2010), et du lieu de réplication virale, localisé ou systémique (Swiecki et al., 2013). En effet,
les pDCs sont capables de contrdler la réplication virale dans le foie, la rate et les glandes
salivaires apres I’inoculation d’une faible dose virale de MCMV. En revanche avec une dose
virale élevée, les pDCs ne sont plus efficaces pour controler la réplication virale (Swiecki et al.,
2010). De plus, tandis que les pDCs ne jouent pas un rdle dans le contrdle viral aprés une
infection sous-cutanée par HSV, elles sont capables de produire de I’'IFN-I, des cytokines
inflammatoires et de stimuler les réponses de type Thl lors d’une infection systémique par le

méme virus (Swiecki et al., 2013).
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Ces différentes ¢tudes menées pour comprendre I’importance des pDCs dans le controle des
infections virales in vivo ont pour méthode d’inhiber la signalisation IFN-I (souris IFNAR -/-),
de dépléter la population des pDCs déja présente dans I’organisme par un anticorps ou de
générer des souris déficientes pour la production de pDCs (a partir de leur précurseur). Il est
donc possible que certains résultats puissent étre attribués a I’apparition de mécanismes de
compensation de la production d’IFN-I par les autres cellules immunitaires suite a la déplétion
des pDCs. Récemment, un modele de souris IRF3-/- IRF7-/- (Daffis et al., 2009) conservant
néanmoins I’expression d’IRF7 dans les pDCs a été mis au point (Webster et al., 2018). Bien
que le niveau d’IFN-a soit indétectable dans le plasma et la rate de ces souris apres leur infection
par le virus de la dengue (DENV), il y a cependant une expression des ISGs qui est conservée,
au contraire de souris IRF3-/- IRF7-/- sans expression d’IRF7 dans les pDCs. Toujours par
rapport aux souris IRF3-/- IRF7-/-, I’expression d’IRF7 uniquement dans les pDCs assure un
contrOle viral, bien que moins précoce que dans des souris WT, avec une réponse IFN-II
accélérée, qui dépend de la stimulation des cellules NK. Lors d’une infection par le virus du
Chikungunya, les souris IRF3 -/- IRF7 -/- meurent rapidement, tandis que 1’'unique expression
d’IRF7 dans les pDCs suffit a protéger les souris de cette mort rapide, avec un contrdle de la
virémie. Ces résultats indiquent que I’expression d’IRF7 dans les pDCs, et par extrapolation
leur capacité a produire de I’IFN-I, est suffisante pour contrdler I’infection par deux virus a
ARN différents (Webster et al., 2018). L’utilisation de ce mod¢le de souris pourrait étre utile
pour définir la fonction précise des pDCs et déterminer si leur fonction suffit pour controler

I’infection d’autres virus.

5.3.2. Infection virale chronique

L’infection chronique par HIV-1 est associée a une diminution de la fréquence des pDCs dans
le sang, qui correle avec une charge virale élevée et un taux réduit de lymphocytes T CD4+
circulants (Pour revue : O’Brien et al., 2013). Les pDCs sont déplétées du sang, mais
s’accumulent dans les nceuds lymphatiques et les tissus lymphoides de la muqueuse intestinale
(Carranza et al., 2016 ; Li et al., 2014b ; Li et al., 2013 ; Pour revue : O’Brien et al., 2013). De
plus, les pDCs résiduelles du sang sont moins sensibles a une stimulation de novo pour produire
de ’IFN-I, tandis que les pDCs infiltrées dans les organes lymphoides ne présentent pas de
déficience dans la production d’IFN-I (Pour revue : O’Brien et al., 2013). Il a été observé que
les pDCs issues des controleurs élites, c’est-a-dire les individus infectés par HIV-1 qui

contrdlent I’expansion de la virémie sans aucun traitement, produisent plus d’IFN-a apres une
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stimulation exogene que les pDCs issues des patients virémiques (Machmach et al., 2012). Chez
les singes qui controlent 1’infection par SIV, comme les mangabey enfumés (Cercocebus atys),
la production d’IFN-a par les pDCs ex vivo, en réponse a une stimulation exogene, est tres
faible, voire nulle (Mandl et al., 2008), au contraire de celle des pDCs d’individus infectés par
HIV-1 ou de macaques rhésus infectés par SIV-1. L’importance des pDCs dans la pathogenése
a également été observée dans des modeéles d’infection de souris humanisées et déplétées en
pDCs. Cette déplétion en pDCs limite la déplétion des lymphocytes T induite par I’infection
par HIV-1 dans les organes lymphoides et conduit également a une expression réduite de I’IFN-
I et des ISGs (Li et al., 2014a). Ainsi, deux cas de figures semblent favoriser le controle
viral lors des infections par HIV/SIV : une conservation de la réactivité des pDCs (contrdleurs
élites) ou une absence de leur réactivité (mangabey enfumé), tandis qu’un profil intermédiaire

(patients virémiques et macaques rhésus) tendrait a favoriser la pathogenese.

La perte de sensibilité des pDCs suite a un stimulus exogene peut €tre associée a un processus
d’épuisement immunitaire. Chez les individus infectés par HIV-1, de nombreuses pDCs du sang
expriment le marqueur TIM-3 (Schwartz et al., 2017 ; Font-Haro et al., 2018). Le nombre de
pDCs exprimant TIM-3 correle positivement avec la charge virale de HIV-1. L’expression de
TIM-3 par les pDCs diminue la production d’IFN-o aprés stimulation par des agonistes de
TLR-7 ou -9. De plus, les pDCs qui expriment TIM-3 ont une expression constitutive d’IRF7
qui est réduite (Schwartz et al., 2017). Une thérapie antirétrovirale des individus infectés rétablit
partiellement la fréquence des pDCs dans le sang, avec une diminution de I’expression de
TIM-3 a leur surface. L’inhibition de I’expression de TIM-3 est positivement corrélée avec une
diminution du niveau d’ARN de HIV-1 lors des périodes initiales de la thérapie antirétrovirale
(Font-Haro et al., 2018). Dans la moelle osseuse de souris chroniquement infectées par des
virus, ’IFN-I induit la génération de pDCs dysfonctionnelles a partir de leurs précurseurs
(Macal et al., 2018), ce qui est intéressant puisque I’expression du marqueur TIM-3 peut étre
induit par de I’'l[FN-a exogéne. En résumé, il est possible que la production d’IFN-I lors des
infections aigiies et chroniques favorise 1’atténuation de la fonction des pDCs, et notamment la
production d’IFN-o0, phénoméne qui contribuerait a la pathogenese. En plus des observations
faites pour HIV-1, I’inhibition de la production d’IFN-I par les pDCs, suite a leur stimulation,
est €galement observée pour d’autres virus. C’est le cas par exemple de HBV (Martinet et al.,
2012 ; Woltman et al., 2011 ; Duan et al., 2004 ; Sukriti et al., 2016), bien que les différentes
études ne montrent pas nécessairement une diminution de la fréquence des pDCs chez les

individus infectés. Il semble que cette diminution d’expression de I’IFN-I par les pDCs soit
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associée a une dysfonction des cellules NK et CD8+ circulantes (Duan et al., 2004 ; Martinet
et al.,, 2012). De maniére intéressante, 'utilisation d’un agoniste de TLR-7 favorise la
production d’IFN-a par les pDCs et le controle de I’infection chronique par HBV (Bam et al.,
2017 ; Buschow et al., 2018). La thérapie ciblant TLR-7 semble aussi étre utile pour les
individus infectés par HCV, et chez qui les pDCs sont également déficientes dans leurs
fonctions (Dolganiuc et al., 2006 ; Funk et al., 2014). Les différentes infections virales citées
ci-dessus présentent donc en commun une baisse de la fréquence des pDCs dans le sang, ce qui
a également été observé chez les patients ATLL (Hishizawa et al., 2004) et HAM/TSP
(Azakami et al., 2009 ; Manuel et al., 2013a) et qui a déja été évoqué précédemment. De plus,
les pDCs des individus infectés par HTLV-1 produisent moins d’IFN-a aprés leur stimulation

que des pDCs de donneurs sains (Hishizawa et al., 2004).

5.3.3. Activation des pDCs par les virus

Chez I’homme, les pDCs expriment uniquement TLR-7 et -9, ces molécules n’étant pas
exprimées par les autres populations immunitaires. La reconnaissance de I’ARN simple brin
par TLR-7 et de I’ADN non méthylé riche en CpG par TLR-9 donne la capacité aux pDCs de
reconnaitre une multitude de virus, majoritairement enveloppés (Feldman et al., 1994 ; Pour
revue : Gilliet et al., 2008). Le virus doit étre dirigé vers les endosomes pour que la production
d’IFN-a aprés D’activation de TLR-7 ou -9 puisse avoir lieu. Si le mécanisme principal
d’adressage des particules virales dans ces vésicules correspond a un mécanisme d’endocytose
a la membrane plasmique, d’autres mécanismes, tels que 1’autophagie, permettent de relayer du
matériel génétique viral cytoplasmique dans ces endosomes (Lee et al., 2007) (Figure 29). De
maniere tres rapide apres la détection d’un virus, les pDCs vont consacrer une grande partie de
leur machinerie transcriptomique a 1’expression des genes de I’'IFN-I (Ito et al., 2006), ce qui
leur permet de produire une grande quantit¢ d’IFN-I en trés peu de temps, et dans des
proportions ¢élevées, puisqu’elles produisent 200 a 1 000 fois plus de molécules d’IFN-I que
chaque population immunitaire prise indépendamment. Apres stimulation, les pDCs produisent
majoritairement de I’IFN-a et en moindre mesure de I’'IFN-f. Cependant, s’il n’y a qu’une seule
molécule d’IFN-B, il existe 13 sous-types d’IFN-a différents. Bien que ces différents sous-types
utilisent un récepteur unique pour induire une signalisation, ces molécules n’ont pas toutes le
méme effet biologique, a concentration équivalente, sur le contrdle viral. Il existe notamment
une corrélation inverse entre la quantité d’un sous-type d’IFN-a produit apres une stimulation

de la pDC et sa capacité a inhiber I’infection de cellules par HIV-1 (Harper et al., 2015). En
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effet, 'IFN-a2, qui est pourtant le standard utilis¢ dans les thérapies a base d’IFN-a, réduit de
maniere modérée le titre infectieux et n’a pas d’effet sur I’inhibition de I’infection des cellules
par HIV-1. Enfin, la composition relative des sous-types d’IFN-a produits peut aussi varier en
fonction de la concentration initiale de virus, comme ce qui a pu étre montré lors d’infections
de monocytes (U937) par deux MOI (Multiplicity of infection) du virus Sendai (Zaritsky et al.,
2015).

La reconnaissance d’un virus par la pDC ne nécessite pas que celui-ci soit infectieux.
Cependant, une conformation optimale de I’assemblage des particules virales peut étre requise,
comme c’est le cas pour HCV (Grabski et al., 2015). Si les pDCs peuvent reconnaitre de
nombreux virus sous forme de particules virales libres, la reconnaissance directe de cellules
infectées apparait comme un mécanisme bien plus efficace pour 1’activation des pDCs (Pour
revue : Assil et al., 2015). L’induction efficace de cette réponse IFN-a aprés un contact physique
entre la cellule infectée et la pDC a pu étre observée pour différents virus phylogénétiquement
éloignés, tels que HCV (Grabski et al., 2015), VSV (Frenz et al., 2014), YFV (Yellow Fever
Virus) (Bruni et al., 2015), HIV (Lepelley et al., 2011), HAV (Hepatitis A Virus) (Feng et al.,
2015), DENV (Décembre et al., 2014) ou encore HSV (Megjugorac et al., 2007). Le mécanisme
d’activation des pDCs peut étre dépendant ou non de I’expression de la protéine d’enveloppe
virale. Par exemple, les cellules infectées par HCV ou LCMYV sont capables de transférer des
exosomes contenant des ARN viraux aux pDCs, ce qui est suffisant pour induire une production
d’IFN-I par ces dernieres (Dreux et al., 2012 ; Wieland et al., 2014) (Figure 29). Au contraire
de ce transfert indépendant de I’expression de la protéine d’enveloppe virale, 1’activation des
pDCs par DENV nécessite I’expression de la protéine d’enveloppe virale, mais pas
nécessairement d’une configuration mature des particules virales (Décembre et al., 2014)
(Figure 29). Une protéine d’enveloppe mature pourrait contribuer a la fusion membranaire une
fois la particule virale internalisée dans les vésicules acides de la pDC, ce qui libérerait le
matériel génétique du virus dans le cytoplasme et limiterait sa reconnaissance par les TLR. Bien
que le mécanisme d’entrée du virus lui-méme soit moins bien décrit, les virus s’accumulent a
I’interface entre les cellules infectées par DENV et la pDC (Décembre et al., 2014). Le
cytosquelette d’actine s’accumule au site de contact entre la pDC et la cellule infectée,
permettant ainsi de maintenir le contact entre les deux cellules, avant une potentielle
internalisation du virus par endocytose (Figure 29). Dans le cadre de I’infection par le YFV,
des filopodes €tablissent un lien physique entre la cellule infectée et la pDC (Bruni et al., 2015).

De maniére intéressante, le mécanisme d’entrée virale semble déterminer la voie de
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signalisation par laquelle les pDCs produisent de I’'IFN-I. Ainsi, I’ARN du virus libre de YFV
est reconnu spécifiquement par le récepteur cytosolique RIG-I alors que I’ARN du virus
transmis par une cellule infectée est reconnu par le récepteur endomembranaire TLR-7 (Bruni
et al., 2015), ce 6qui témoigne de voies d’entrées dans la cellule qui sont différentes.
Indépendamment du mécanisme de transmission du virus apres un contact cellulaire, ce dernier
pourrait favoriser une réponse locale, au niveau des sites d’infection, afin d’éviter la production
d’IFN systémique et une réponse inflammatoire trop importante (Pour revue : Webster et al.,
2016). De plus, des divergences dans les proportions relatives d’ IFN-a et d’IFN-B sécrétées par
les pDCs peuvent varier, que le virus soit reconnu par la cellule infectée ou par le virus libre,

comme observé pour VSV (Frenz et al., 2014).

Figure 29 : Activation de la pDC par les virus. La pDC peut étre activée apres reconnaissance de
particules virales libres, de particules virales délivrées apreés un contact cellulaire ou d’exosomes
contenant de ’ARN viral. L’élément stimulateur est généralement véhiculé par endocytose vers les
endosomes contenant les senseurs TLR-7 et -9, mais peut également étre véhiculé depuis le cytoplasme
par I’intermédiaire de mécanismes autophagiques. La pDC peut reconnaitre des particules virales
matures (en vert) ou immature (en rose), celles-ci se concentrant, en méme temps que les filaments
d’actine, au site de jonction entre la cellule infectée et la pDC (dans I’exemple du virus de la dengue).
Adapté de Assil et al., 2015.

Une seule étude s’est intéressée au mécanisme d’activation des pDCs par HTLV-1 in vitro

(Colisson et al., 2010). Cette étude montre que le virus libre de HTLV-1 est capable d’induire
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la production d’IFN-a et de TNF-a, ainsi que 1’expression de plusieurs récepteurs (TRAIL,
CD40, CDS83 et CD86) a la membrane plasmique. L’activation de la pDC se fait apres
endocytose et reconnaissance de I’ ARN viral par TLR-7. L’importance du contact entre la pDC

et une cellule infectée par HTLV-1 n’a en revanche pas été investiguée.

5.4. Régulation de la réponse IFN-I induite par les pDCs

La réponse IFN-I se doit d’étre régulée pour ne pas Etre excessive et provoquer une
inflammation exacerbée. Hormis le rétrocontrdle négatif que peut exercer I’IFN-I lui-méme sur
sa production, notamment via la diminution de I’expression d’IFNAR en surface, I’expression
des protéines SOCS1/3 qui inhibent la signalisation de ’IFN-I et via I’expression de miARN
(Pour revue : Ivashkiv and Donlin, 2014), la pDC présente une série de récepteurs qui peuvent
réguler négativement la réponse IFN-I apres leur engagement, comme par exemple BDCA-2
(Dzionek et al., 2001), BDCA-4, CD123, (Fanning et al., 2006) ILT7 (Cao et al., 2009), NKp44
(Fuchs et al.,, 2005), LAIR-1 (Leukocyte-Associated Immunoglobulin-like Receptor 1)
(Bonaccorsi et al., 2010), FCeRI (Schroeder et al., 2005) ou encore DCIR (Meyer-Wentrup et
al., 2008).

BDCA-2, ILT7, NKp44 et FCeRI, sont associés a des adaptateurs membranaires, a savoir les
protéines FceRlIy (y chains of the FceRI) ou DAP12 (DNAX Activation Protein 12), qui assurent
les fonctions de signalisation une fois le récepteur engagé avec son ligand (Pour revue : Hirsch
et al., 2017) (Figure 30). Ces adaptateurs contiennent des domaines ITAM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif) dans leur région intracytoplasmique, dont les tyrosines seront
phosphorylées suite a I’engagement du récepteur. Ces domaines ITAM serviront alors de
plateforme pour le recrutement de plusieurs kinases : Syk (Spleen tyrosine kinase), BLNK (B-
cell Linker protein) et BTK (Bruton’s Tyrosine Kinase) qui phosphoryleront la protéine PLCy
(Phospholipase Cy). Ceci aura pour conséquence 1’activation de la voie des MAPK d’une part
et la mobilisation d’un flux calcique dans la cellule d’autre part, ce qui est semblable a ce qui
est observé apres la signalisation via le récepteur des lymphocytes B (BCR). Cependant, le lien
direct entre cette « signalisation BCR » et I’inhibition de la production d’IFN-I n’est pas
totalement compris. Une étude récente a montré I’importance des protéines MEK1/2 (Mitogen-
activated protein kinase kinase 1/2) - ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) dans

I’inhibition de la réponse IFN-I (Janovec et al., 2018) (Figure 30).
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Figure 30 : M¢écanisme de régulation de la production d’IFN-I apres activation des récepteurs
régulateurs a la surface des pDCs. L’activation des récepteurs BDCA-2, ILT7, NKp44 ou FCeRI induit
une cascade de signalisation similaire a la signalisation du BCR, en plus de leur endocytose. [.’activation
de ces récepteurs inhibe la signalisation dépendante des TLR-7/-9, a travers 'activité des kinases
MEK1/2-ERK. Adapté de Hirsch et al., 2017.

Si ’activation de BDCA-2 induit une phosphorylation rapide d’ERK et d’un de ses substrats,
c-Fos, I"utilisation d’inhibiteurs de MEK1/2, permet de restaurer entierement 1’inhibition de la
production d’IFN-I apres I’engagement de BDCA-2. Enfin, le mod¢le d’inhibition semble plus
compliqué encore puisqu’il a récemment été mis en évidence que Syk peut également
contribuer de maniere positive a la réponse IFN-I. En effet, un inhibiteur de Syk bloque la
production de TNF-a, d’IL-6 et d’IFN-a de maniere dose-croissante dans les pDCs apres une
induction avec du CpG ou du R848 (Resiquimod) (Aouar et al., 2016), agonistes respectifs de
TLR-9 et TLR-7/-8. La protéine Syk est donc a la fois impliquée dans la réponse des récepteurs
régulateurs et dans la réponse TLR. L’activation de la signalisation inhibitrice de cette réponse

IFN-I nécessite une reconnaissance tres avide entre les récepteurs régulateurs et leurs ligands.
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La fixation des fragments Fab et F(ab’), sur BDCA-2 n’est pas suffisante pour induire une
signalisation, au contraire de I’anticorps monoclonal entier (Pour revue : Hirsch et al., 2017).
L’utilisation d’un anticorps dirigé contre BDCA-2 est capable, d’une part d’inhiber la
production d’IFN-a aprés 1’activation des TLRs par plusieurs stimuli, comme par exemple le
virus Influenza, du sérum de patients avec un lupus érythémateux ou des analogues synthétiques
R848 ou CpG (Dzionek et al., 2001 ; Pellerin et al., 2015), et d’autre part d’induire
I’internalisation de BDCA-2 dans des compartiments vésiculaires (Pellerin et al., 2015) (Figure
30). La rétention intracellulaire de BDCA-2 peut étre trés longue (mesurée jusqu’a 24h avec
des concentrations saturantes d’anticorps) et est visible aussi bien in vitro, qu’ex vivo, apres
I’inoculation de macaques avec un anticorps monoclonal dirigé contre BDCA-2 et I’observation

de son internalisation apres la récupération des pDCs circulantes (Pellerin et al., 2015).

DCIR a une région cytoplasmique contenant un domaine ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-
based Inhibitory Motif) (Pour revue : Bermejo-Jambrina et al., 2018). Ce domaine peut interagir
avec les phosphatases SHP1/2 (Src homology 2 domain-containing tyrosine phosphatase) et
SHIP (Src homology 2 domain containing inositol 5-phosphatase). L utilisation d’un anticorps
anti-DCIR conduit a une baisse d’expression de I'IFN-a (et également de TNF-a) apres une
stimulation au CpG, sans modification de I’expression des marqueurs CD40, CD80 et CD86 et
de I’expression d’IL-6. L’utilisation d’un anticorps dirigé contre DCIR conduit aussi a son

internalisation, dépendante de la clathrine (Meyer-Wentrup et al., 2008).

DCIR, comme BDCA-2, est un CLR. Ce sont des récepteurs qui présentent une région
extracellulaire capable de reconnaitre des carbohydrates, et plus précisément des structures
glycosylées (Bloem et al., 2014), qui peuvent étre portées par les pathogenes, les bactéries
commensales ou les glycoprotéines du soi. Lorsqu’il est exprimé sous forme libre, DCIR fixe
principalement les structures Mans (Mannotriose) et Lewis®, cette fixation étant dépendante du
calcium. Cependant, lorsque DCIR est exprimé par une lignée cellulaire, la fixation de ces
structures glycosylées n’est plus observée (Bloem et al., 2013). La réduction ou I’élimination
d’une glycosylation présente dans le CRD (Carbohydrate Recognition Domain) de DCIR
améliore sa capacité a fixer les structures Manj et Lewis®. Pour autant, il n’y a toujours pas de
fixation de Mans ou Lewis® sur le DCIR cellulaire, méme en absence de glycosylation de DCIR
(Bloem et al., 2013). Méme si la fixation des sucres n’est pas visible, car probablement
ponctuelle ou de faible affinité, et donc potentiellement perdue au cours de lavages cellulaires,

il est intéressant de noter qu’un processus de déphosphorylation des tyrosines a lieu dans la
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cellule apreés la fixation des sucres, suggérant ainsi que la signalisation via DCIR et les
phosphatases sous-jacentes a néanmoins eu lieu (Bloem et al., 2013). En ce qui concerne le
ligand naturel de BDCAZ2, des études ont montré une interaction entre le domaine extracellulaire
de BDCAZ2 (qui contient le CRD) et des motifs glycosylés composés de galactoses terminaux
(Jégouzo et al, 2015). Le meilleur ligand de BDCA-2 correspond au motif
GalP1-3/4GlcNAcB1-2Man (Galactosep(1-3/4)N-acétylglucosaminef(1-2)Mannose). 1l s’agit
ici du résultat optimal obtenu avec une expérience de fixation du CRD de BDCA-2 sur une

colonne de glycans) (Jégouzo et al., 2015).

De par leur capacité a reconnaitre des protéines glycosylées, BDCA-2 et DCIR peuvent
également inhiber la réponse IFN-I apres la reconnaissance de glycoprotéines virales. La
protéine gpl20 de HIV ou de SIV peut se fixer sur les pDCs via le récepteur CD4, et
probablement via un CLR, puisque sa fixation est en partie dépendante du calcium. Si
I’interaction directe entre gp120 et BDCA-2 n’a pas été physiquement démontrée, sa fixation
sur des cellules qui expriment BDCA-2 (apres transfection) est cependant accrue, ce qui suggere
que gpl20 peut étre reconnue par BDCA-2 (Martinelli et al., 2007). DCIR est également
capable de reconnaitre gp120 (Bloem et al., 2014). La forme trimérique ou monomérique de
gp120 (de HIV ou de SIV) inhibe la production d’IFN-a et -f induite par les pDCs aprés une
stimulation par du CpG ou HSV2. En outre, gp120 diminue I’expression de CD83 a la surface
des pDCs, ainsi que la production de TNF-a, d’IL-6 et de CXCL10 dans le surnageant de
culture, apres leur stimulation in vitro. Enfin, gp120 inhibe I’activité cytotoxique des NK
stimulés par les pDCs (Martinelli et al., 2007). En revanche, 1’inhibition de la production
d’IFN-a apres la fixation de gp120 sur DCIR n’a pas été recherchée. De méme, la protéine E2
de HCV est capable de fixer BDCA-2 et DCIR et d’induire une inhibition de la réponse IFN-a
(Florentin et al., 2012), effet qui est inhibé lorsque E2 ne peut plus fixer ces récepteurs. De
maniere intéressante, ces deux protéines, gpl20 et E2, sont capables d’induire la
phosphorylation d’ERK apres leur fixation sur BDCA-2 (Martinelli et al., 2007 ; Florentin et
al., 2012), ce qui renforce le modele impliquant ERK dans le mécanisme inhibiteur de la
réponse IFN-I induit par BDCA-2 (Janovec et al., 2018). Enfin, ’antigéne de surface du virus
de I’hépatite B peut également induire une inhibition de la production d’IFN-a via une

interaction avec BDCA-2 (Xu et al., 2009).
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5.5. pDCs et cancer

Le recrutement des pDCs dans le micro-environnement tumoral est généralement associé a un
mauvais pronostic et favorise la mise en place d’un processus d’immunosuppression (Pour
revue : Demoulin et al., 2013 ; Treilleux et al., 2004). Les pDCs qui sont recrutées au niveau
des sites tumoraux, aussi qualifiées de TApDCs (Tumor-Associated pDCs), produisent moins
d’IFN-a aprés une stimulation de la signalisation TLR-9. On retrouve ces TApDCs dans
plusieurs cas de cancers, tels que le cancer du sein, le cancer du foie, le cancer de la bouche et
du cou ou le cancer ovarien par exemple (Sisirak et al., 2012 ; Pedroza-Gonzalez et al., 2015 ;
Hartmann et al., 2003 ; Labidi-Galy et al., 2011). Il y a notamment une corrélation entre
I’agressivité de la tumeur et la fréquence des TApDCs. De plus, la présence de ces TApDCs est
corrélée avec la présence de lymphocytes Treg au niveau de la tumeur (Pedroza-Gonzalez et
al., 2015 ; Sisirak et al., 2012 ; Huang et al., 2014). Les TApDCs sont capables d’induire la
production d’IL-10 par les lymphocytes Treg ainsi que par les lymphocytes T CD4+ naifs, via
I’expression d’ICOS-L (Inducible T-cell Costimulator Ligand) (Faget et al., 2012 ; Pedroza-
Gonzalez et al., 2015 ; Ito et al., 2007) (Figure 31), ce qui contribue au mécanisme
d’immunosuppression et au développement tumoral. La réduction de la production d’IFN-a par
les TApDCs apres une stimulation pourrait également contribuer au développement tumoral,
notamment par une perte de I’activité des cellules NK, qui contribuent normalement au contrdle
antitumoral (Rautela et al., 2015). La diminution de la production d’IFN-a par les TApDCs
repose sur I’exposition de ces cellules aux molécules produites par les cellules tumorales elles-
mémes, comme le TGF-B et le TNF-a (Sisirak et al.,, 2013 ; Labidi-Galy et al., 2011), sans
oublier I’effet immunomodulateur de 1’IL-10 produit par les lymphocytes Treg (Figure 31). La
déplétion des TApDCs par le biais d’anticorps diminue la croissance tumorale in vivo (Le
Mercier et al., 2013). En revanche, I’injection intra-tumorale d’un ligand de TLR-7 induit une
maturation des TApDCs, la production d’IFN-I et une orientation de la réponse immunitaire
vers un phénotype Thl, ce qui a pour conséquence une régression tumorale (L.e Mercier et al.,
2013). Ainsi, la restauration de la production d’IFN-a par les pDCs participe au controle
antitumoral. En général, seules les TApDCs présentent cette diminution de production d’IFN-
a apres une stimulation de la voie TLR-9, au contraire des pDCs de la circulation sanguine qui

ne semblent pas affectées (LLe Mercier et al., 2013).
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Figure 31 : Développement tumoral associé aux pDCs infiltrées dans les tumeurs. Les TApDCs
expriment le ligand ICOS-L qui favorise la sécrétion d’1L-10 par les lymphocytes Treg. Cette production
d’IL-10, ainsi que la production de TGF-f et de TNF-a par les cellules tumorales, favorisent I’ inhibition
de la production d’IFN-a par la pDC. Le recrutement des lymphocytes Treg sur le site tumoral et la
diminution de production d’IFN-I par les pDCs réduit le controle antitumoral médié par les cellules NK
et lymphocytes T CD8+.

Il y a moins de pDCs dans la circulation sanguine des patients ayant développé un cancer du
sein ou un cancer ovarien (Sisirak et al., 2012) (Labidi-Galy et al., 2011), ce qui correle avec
I’accumulation des pDCs au niveau du site tumoral. De maniere intéressante, il y a également
une diminution de la fréquence des pDCs circulantes chez les patients avec un ATLL
(Hishizawa et al., 2004) (Azakami et al., 2009) (Manuel et al., 2013a), les différentes études ne
précisant cependant pas si cette baisse de fréquence est liée a une diminution de la génération
des pDCs a partir de leurs précurseurs ou a une migration de ces cellules en dehors de la
circulation sanguine. Il est possible que les pDCs de patients ATLL migrent vers des organes
lymphoides, a I’intérieur desquels elles pourraient induire un phénomene d’immunosuppression
qui contribuerait a la pathogenése de ’ATLL, comme ce qui est observé pour les tumeurs

solides.
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PROBLEMATIQUE
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1. Activation des pDCs par HTLV-1 et HTLV-2

L’IFN-I est suffisant pour réduire I’expression des protéines virales dans les cellules infectées
issues de patients et inhiber 1’infection des lymphocytes par HTLV-1. Cependant, I’absence du
controle de I’infection par HTLV-1 chez ’homme, qui se traduit notamment par la mise en
place d’une infection chronique, suggere des dysfonctions de cette réponse IFN-I. Une
inhibition de la fonction des pDCs, et notamment de la production d’IFN-I pourrait contribuer
au développement des maladies associées a HTLV-1, d’autant que le traitement des patients
ATLL ou HAM/TSP avec de I’IFN-I contribue partiellement a leur amélioration clinique. Si la
fréquence et la fonction des pDCs peuvent €tre analysées chez les individus déja infectés, il est
difficile d’étudier la fonction de ces pDCs lors des étapes initiales de I’infection. In vitro, les
pDCs peuvent produire de I'I[FN-a aprés reconnaissance de particules virales libres de
HTLV-1. Cependant, peu de particules virales sont présentes dans le plasma des individus
infectés et la transmission du virus HTLV-1 entre une cellule infectée et une cellule non infectée
requiert un contact physique. Ainsi, nous avons revisité le mécanisme d’activation des pDCs,
en nous focalisant sur 1’activation de ces derniéres par les cellules infectées elles-mémes. Nous
avons également stimulé les pDCs avec des cellules infectées par HTLV-2, dans le but de
comparer les mécanismes d’induction des pDCs par les deux virus. Puisque HTLV-2 est moins
pathogene que HTLV-1, il est possible que la fonction des pDCs dans le contrdle des deux virus

soit différente.

2. Immunophénotypage des cellules sanguines de patients HAM/TSP

L’identification de biomarqueurs qui permettent de prédire ou de définir la pathologie viro-
induite par HTLV-1 est nécessaire pour mieux appréhender, d’une part les mécanismes qui
controlent la pathogenese, et d’autre part la mise en place d’une potentielle stratégie
thérapeutique. Des divergences de la réponse immunitaire entre les individus symptomatiques
et asymptomatiques pourraient constituer de bons biomarqueurs, puisque I’ATLL et
I’HAM/TSP sont notamment caractérisées par des réponses immunitaires atténuées ou
exacerbées, respectivement. Nous avons donc évalué la fréquence de plusieurs populations de
I’immunité innée et adaptative, ainsi que leur capacité a produire diverses cytokines a la suite
d’une stimulation exogene, chez des patients HAM/TSP, des porteurs asymptomatiques et des
individus sains. Nous avons notamment inclus la population des pDCs dans notre étude, afin de

replacer leur importance dans la symptomatologie viro-induite.
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1. Activation des pDCs par HTLV-1 et HTLV-2

1.1. Sensing of Cell-associated HTLV by Plasmacytoid Dendritic Cells is Regulated
by Dense beta-Galactoside Glycosylation. Article soumis pour publication / Travaux en

collaboration avec 1I’équipe de M. Dreux (CIRI, Lyon, France)

Dans le but d’analyser la réponse IFN-I induite par les pDCs apres la reconnaissance des
cellules infectées par HTLV-1 ou HTLV-2, nous avons ou non séparé physiquement les deux
populations cellulaires et montré que la production d’IFN-I par la pDC est dépendante d’un
contact direct avec une cellule infectée par HTLV-1 ou HTLV-2. Nous avons ensuite analysé
les facteurs moléculaires impliqués dans cette production d’IFN-I. Nous montrons ainsi que la
production d’IFN-I induite par HTLV-1 est médiée par TLR-7, n’est pas associée a la
production d’exosomes par la cellule infectée, et s’avére dépendante de GLUT-1 mais
indépendante de NRP-1. Le virus se concentre au site d’interaction entre la cellule infectée par
HTLV-1 et la pDC, au sein d’une structure riche en carbohydrates, précédemment définie
comme le biofilm viral. Nous avons donc voulu connaitre 1’impact de cette structure sur
I’activation des pDCs, puisqu’elle a déja été montrée comme importante pour la transmission
du virus entre un lymphocyte infecté et un lymphocyte non infecté. Le biofilm viral, isolé
mécaniquement des cellules infectées, est la structure minimale qui induit la production
d’IFN-I par la pDC. La déplétion du biofilm viral de la surface des cellules infectées, par
déplétion enzymatique, réduit la production d’IFN-I par la pDC. De plus, 1’ajout d’héparine au
moment de la coculture entre le biofilm viral et la pDC augmente la production d’IFN-I,
suggérant que 1’héparine contribue au pontage du biofilm viral sur la cellule cible. Apres avoir
mis en évidence I’élément stimulateur de la réponse IFN-I, nous avons testé si plusieurs lignées
cellulaires, infectées soit par HTLV-1 (C91-PL, Hut102 et MT-2) soit par HTLV-2 (C19 et
MO), étaient capable de stimuler la production d’IFN-I par la pDC. Si des différences de
production d’IFN-I sont observées en fonction de la lignée cellulaire utilisée, celles-ci ne
correlent ni avec le pourcentage de cellules conjuguées, ¢’est-a-dire le pourcentage de pDCs en
contact avec une cellule infectée, ni avec le niveau d’ARN produit par les cellules infectées,
¢lément reconnu par la pDC pour induire la production d’IFN-I. En revanche, elles correlent
avec la capacité infectieuse des différentes lignées infectées, mesurée a 1’aide d’une lignée
lymphocytaire rapportrice de ’infection (Jurkat LTR-Luciférase). Parmi les lignées infectées
testées, une en particulier induit une réponse IFN-I plus faible que les autres : la lignée C19,

infectée par HTLV-2. De maniere intéressante, la lignée C19 présente une augmentation de
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I’expression du carbohydrate GalP(1-3)GalNAc (Galactose B(1-3) N-acétylgalactosamine), qui
porte également le nom d’antigéne TF (Thomsen Friedenreich). Le niveau d’expression de ce
carbohydrate a la surface des lignées infectées correle négativement avec la production
d’IFN-I par la pDC. Son exposition ou son masquage a la surface des cellules infectées diminue

ou augmente la réponse IFN-I de la pDC, respectivement.
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Abstract (148 mots)

Human T Leukemia virus (HTLV) infection can persist in individuals resulting, at least in part,
from viral escape of the innate immunity, including inhibition of type I interferon response in
infected T-cells. Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are known to bypass viral escape by their
robust type I interferon production. Here, we demonstrated that pDCs produce type I interferons
upon physical cell-cell contact with HTLV-infected cells, yet pDC activation inversely
correlates with the ability of the HTLV-producing cells to transmit infection. We showed that
pDCs sense surface associated-HTLV present with glycan-rich structure referred to as biofilm-
like structure, which thus represents a newly described viral structure triggering the antiviral
response by pDCs. Consistently, heparan sulfate proteoglycans and especially the cell surface
pattern of terminal [-galactoside glycosylation, modulate the transmission of the
immunostimulatory RNA to pDCs. Altogether, our results uncovered a function of virus-

containing cell surface-associated glycosylated structures in the activation of innate immunity.

Author Summary (185 mots)

Human T Leukemia virus type (HTLV) establishes persistent infections, leading to adult T-cell
Leukemia, a life-threatening cancer in chronically-infected individuals. Viral persistence likely
results from a failure of immune response to eradicate viral replication, a least in part, by viral
escape from innate immunity, and notably via decreased production of type I interferons (IFN-
I) by infected cells. Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are known as robust producer of IFN-
I in response to virus stimulation, thus bypassing the viral mechanisms to evade pathogen-
sensing pathways in infected cells. However, HTLV particles are not detected in biological
fluids of infected individuals. Here, we demonstrate that pDCs produce IFN-I upon physical
contact with HTLV-infected cells. We show that pDCs sense surface associated-HTLV present

with glycan-rich structure, referred to as HTLV-biofilm-like structure. Importantly, the sensing

107



of infected cells by pDCs is modulated by the glycosylation pattern at the surface of infected
cells. This newly ascribed regulation of innate immunity activation by cell surface-associated
glycans might contribute to the differential activation levels of antiviral response to infected
cells when their glycosylation profile is modified, such as for chronically infected cells or tumor

cells.
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Introduction

Human T-Leukemia Virus type 1 (HTLV-1) infects over an estimation of 5-10 million people.
HTLV-1 is mainly present in Japan, central Africa, Caribbean and South America [1,2]. After
a long period of clinical latency, HTLV-1 infection leads, in a fraction of infected individuals,
either to Adult T-cell Leukemia/Lymphoma (ATL) [3] an uncontrolled CD4* T-cell
proliferation of very poor prognosis, or to an inflammatory disorder named HTLV-1 Associated
Myelopathy / Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) [4]. In chronically infected individuals,
HTLV-1 provirus is mainly found in CD4* T-cells, yet infected dendritic cells (DCs) are also
detected [5,6]. Their function is subsequently altered in vivo [6—8], thereby most likely

contributing to viral pathogenesis.

Viral persistence leading to chronic infection and its associated diseases, implies that innate and
adaptive immune responses fail to eliminate HTLV-1 infected cells, possibly because HTLV-1
has evolved efficient strategies to escape immune pathways [9]. Type-I interferons (referred
herein to as IFN-I, 1.e., [FNa and B) are key mediators of innate immunity. They induce the
expression of IFN-stimulated genes (ISGs) that suppress viral spread at different stages of the
viral cycle, and stimulate the onset of adaptive immune responses. The IFN-I response is
initiated via the recognition of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) by pattern-
recognition receptors (PRRs), including the Toll like receptors (TLRs) [10]. Like virtually all
viruses [11], HTLV-1 inhibits several steps of the PRR-induced pathways [12—-14], and as a
consequence, blunts IFN-I induction and signaling [15,16], leading to very limited production

of IFN-I by infected cells.

Because the acute phase of the infection is asymptomatic, very little is known regarding host

innate responses in HTLV-1-infected individuals. Nonetheless, indirect evidence infers that the
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IFN-I response exerts an antiviral action against HTLV-1. First, while not easily detectable in
vivo [17], viral proteins expression is induced in T-lymphocytes isolated from infected patients
when cultured ex vivo [18], likely as a result of the relief from in vivo repression. Consistently,
culture of HTLV-1-infected cells with IFN-f-expressing stromal cells represses viral protein
expressions [18]. Second, exogenous IFN-I decreases viral protein translation in vitro, and
protects lymphocytes from de novo infection [19]. Thus, IFN-I-mediated antiviral control of
HTLV-1 infection is likely to occur in vivo. Nonetheless, the cell type that produces IFN-I

during infection remains enigmatic.

Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) act as sentinels of viral infection, as they are the major
IFN-I producers in vivo [20], being 1000-fold more potent for IFN-I production as compared to
other cell types [20]. They predominantly recognize viral nucleic acids, i.e. single-stranded
RNA and non-methylated CpG-containing DNA, by TLR7 and TLRY, respectively [21]. Cell-
free HTLV-1 particles when added at high concentration were shown to induce IFN-I
production by pDCs in vitro, in a TLR7-dependent manner [22]. Nonetheless, cell-free viruses
are undetectable in the plasma of HTLV-1-infected individuals, which leaves open the question
of the modality of pDC activation in vivo. Importantly, we and others recently revealed that
cell-cell contacts are required for efficient pDC activation by evolutionary divergent RNA
viruses belonging to distinct families, such as Flaviviridae, Picornaviridae, Arenaviridae,
Retroviridae Togoviridae [23—-31]. Transfer of immunostimulatory viral RNAs from infected
cells to pDCs were further shown to involve carriers in the form of non-infectious and/or non-

canonical viral particles, including exosomes [25,27,29] and immature virus particles [24].

Interestingly, cell-cell transmission of PAMPs is reminiscent of HTLV cell-cell transmission

[32], which is the only efficient way to infect new target cells. HTLV-1 viral transmission
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occurs through the transfer of neo-synthesized HTLV-1 virions via virological synapse formed
at the cell-cell contact [33], and/or infectious viral particles embedded at the surface of infected
cells within an extracellular matrix components (ECM)-rich structure [34]. The latter are
referred to as the HTLV-1 biofilm-like structure [34]. This HTLV-1 biofilm-like structure has
been further defined as the minimal infectious structure allowing viral transmission [35].
Importantly, the role of the cell surface associated virus within biofilm-like structure in the

activation of the innate immune response is still unknown.

Here, we demonstrate that the pDC-mediated IFN-I response requires physical contacts with
HTLV-infected cells. Moreover, we show that HTLV-1 biofilm-like structure represents the
minimal virally induced-structure able to trigger an IFN-I response by pDC, and thus
recapitulating pDC activation induced by contact with infected cells. Further, comparison of a
panel of HTLV1/2 infected cells reveals that pDC-mediated IFN-I response inversely correlates
with the ability of the HTLV-infected cells to transmit infectivity and with their surface
glycosylation pattern. Indeed, we showed that the density of terminal [3-galactoside
glycosylation at the surface of infected cells regulates IFN-I production by pDC. Altogether,
our results highlight an unforeseen function of virus-containing cell surface-associated
structures in the activation of pDCs by cell-cell contacts, as well as its fine-tuning by the

glycosylation pattern at the surface of the sensed infected cells.
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Results

pDC IFN-I production induced by contact-dependent sensing of HTLV-1 infected cells
We first determined the production of type I IFN (referred to as IFN-I) by PBMCs and pDCs
upon recognition of infected cells as compared to cell-free virions present in supernatant (SN)
of infected cell lines (Fig 1). pDCs, representing 0.2-0.5 % of total PBMCs, were isolated from
healthy blood donors with >91 % of purity (Fig 1A, middle panel), consistently with our
previous reports [24,25,30]. PBMCs or purified pDCs (referred to as responders) were co-
cultured with HTLV-1 chronically infected cells, i.e., C91-PL cell line [36], (referred to as
inducer). These HTLV-1-infected cells induced a potent IFN-I response by both PBMCs and
purified pDCs, when in physical contact (Fig 1B). In sharp contrast, cell-free viruses present in
the supernatant from HTLV-1-infected cells (approximately 10-25 ng/mL of the HTLV-1
capsid p19%, i.e., representing the viral concentration reached in the supernatant of inducer
cells at the time of coculture) failed to induce detectable level, or very low, of IFN-I production

(Fig 1B, around 5 U/mL when detected, or below the detection limit).

Next, we tested the contribution of pDCs relative to other PBMC cell types in the IFN-I
response to HTLV-1-infected cells. Depletion of pDCs from PBMCs (Fig 1A, lower panel)
abrogated the response to HTLV-1 infected cells (Fig 1B). In contrast, pDC-depleted PBMCs
and PBMCs produced comparable levels of IL-6 after LPS stimulation, confirming that pDC
depletion did not impair PBMC responsiveness (Fig 1C). pDCs obtained from 27 donors
reproducibly demonstrated robust IFN-I responses to HTLV-1-infected cells (Fig 1D; median
value of 13 400 U/mL), albeit with some donor-to-donor variations. Together these results
indicate that pDCs are the main, if not exclusive, IFN-I producers among PBMCs in response

to the contact with HTLV-1-infected cells.
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Next, we tested whether pDC sensing of HTLV-1 infected cells involves TLR7, a sensor of
single-stranded RNA. Inhibition of TLR7 recognition using competitive inhibitor significantly
decreased the IFN-I response to HTLV-1-infected cells (Fig 1E). The specificity of TLR7
inhibitor was validated by the inhibition of IFN-I production triggered by a TLR7 agonist but
not by a TLRY agonist, as expected (Fig 1E). These results suggested that pDCs sense HTLV-
I-infected cells via TLR7, implying that HTLV-1 viral RNA is likely the immunostimulatory
signal. Since IFN-I production by pDCs following incubation with cell-free viruses was not or
barely detectable, we hypothesized that cell-cell contacts are required for pDC activation. We
thus measured IFN-I production when pDCs were physically separated from HTLV-1-infected
cells by a 0.4um permeable membrane (Fig 1F, TW). The absence of physical contact between
inducer and responder cells abrogated IFN-I production (Fig 1F). We controlled that pDC
responsiveness was maintained in this experimental setting, as pDCs produced similar amounts
of IFN-I upon TLR7 agonist stimulation when cultured in transwell chambers or not (Fig 1F).

This demonstrated that pDC contact with infected cells is required to trigger IFN-I production.

Exosomes have been involved in the transfer of immunostimulatory RNAs to pDCs for other
viruses [25,27,29,37] and HTLV-1 infected cells are known to produce exosomes [38]. To test
whether exosomes involved in the transfer of the HTLV-1 immunostimulatory signals, we used
the C8166 HTLV-1 cell line, which impaired for expression of the structural proteins Gag and
Env and thus do not produce infectious viral particles [39], as confirmed by absence of
infectivity transmission to Jurkat-LTR-Luc reporter cell line (Fig 1G). While C8166 HTLV1
cells retain the capacity to produce the Tax regulatory protein, and exosomes that contain
several viral mRNAs [38], they failed to induce IFN-I production by co-cultured pDCs (Fig
1G). This inferred that the transmission of activating signal to pDCs likely requires Env gp46

and/or Gag mediated extracellular export of viral RNA, rather than exosomal export of viral
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RNAs. Altogether, our results demonstrated that pDCs sense infected cells by cell-cell contact

leading to robust IFN-I response via TLR7-induced signaling.

Role of HTLYV receptors in the sensing of HTLV-infected cells by pDCs.

The capture of HTLV-1 cell-free virus by target cells involved binding of Env gp46 to NRP-
1/BDCA-4 [40] and then to Glut-1 [41]. The latter also serves as the receptor mediating fusion
of HTLV envelope with the cellular membrane [42]. Both NRP-1/BDCA-4 and Glut-1 are
readily expressed at the pDC surface (Fig 2A). We thus sought to determine the contribution of
these receptors in the transfer of the activating signal from the infected cells to the pDCs.
Previous reports showed that the binding of HTLV-1 Env gp46 to its receptors is mediated by
the receptor binding domain (RBD; the first 215 amino acids of gp46), and can thus be out-
competed by recombinant RBD [41]. Competition with recombinant RBD significantly reduced
IFN-I production by pDCs (Fig 2B) and viral transmission (Fig 2C). This suggests that pDC
sensing requires HTLV-1 Env binding to its receptor(s). RBD comprises residues that have
been specifically involved in NRP-1/BDCA4 (i.e., at the position 90-to-94) and the 94-to-101
stretch known to be pivotal for Glut-1 binding [43]. Thus, it does not allow to discriminate
between binding to NRP-1/BDCA-4 versus Glut-1. Nonetheless, binding of Env gp46 to NRP-
1/BDCAA4 can be prevented by addition of recombinant VEGF¢s, a known ligand of NRP-
1/BDCAA4 [40]. Competition with recombinant VEGF¢5 did not prevent the IFN-I production
by pDCs (Fig 2B) nor cell-cell viral transmission (Fig 2C), suggesting that NRP-1/BDCA-4
binding may not be involved in HTLV-1 transfer by cell contact. The effectiveness of VEGFje¢s
competition was confirmed by the expected reduction of the binding of cell-free HTLV-1 virion
measured by flow cytometry detection of p19% (Fig 2D), consistent with a previous report
[40], whereas no competition by VEGFi65 was observed in co-culture experiments with Jurkat

reported cells (Fig 2D and S1 Fig). VEGFi¢s and RBD treatment did not impair the pDC IFN-
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I response upon stimulation with a TLR7 agonist, thus ruling out non-specific effects of
recombinant RBD and VEGFies on pDC responsiveness (Fig 2B). Altogether, these results
suggested that both transmission of infection to target cells after cell-cell contact as well as

HTLV-1 sensing by pDCs require gp46 interaction with at least Glut-1.

pDCs respond to HTLV-1 infected cells via sensing of the viral biofilm-like structure

Previous reports showed that HTLV-1 virions are present at the cell surface embedded within
carbohydrate-rich elements, referred to as a viral biofilm-like structure [34], and involved in
the infectivity transmission [34,35]. Since pDCs respond to HTLV-1-infected cells upon
physical contact, we first determined whether HTLV-1 biofilm-like structure was present at the
contact site between pDCs and HTLV-1-infected cells. Confocal microscopy analyses of pDC
in contact with C91-PL cells revealed that HTLV-1 Env gp46 accumulates at the pDC/infected
cell interface, together with carbohydrate-rich elements, known to be present in the viral
biofilm-like structure [34], as revealed here by WGA lectin staining (Fig 3A). Of note, Env
gp46 and WGA clusters were co-localized at the contact site for most of the analyzed
pDClinfected cell contacts (Fig 3B, approx. 85%), suggesting that cell contacts are
preferentially oriented toward these specific biofilm-like structures, or inversely that the

biofilm-like structures are preferentially positioned at the contact site.

Next, we determined whether HTLV-1 biofilm-like structures could trigger pDC response.
pDCs were cultured in the presence of HTLV-1 biofilm-like structures, isolated from infected
cells as previously described [35]. Virus concentration in isolated biofilm-like structures ranged
from 23.5 to 31.6 ng/mL of pl19%%, a concentration similar to that found in supernatant of
infected cells. While cell-free virus containing supernatants failed to induce IFN-I production

by pDCs (Fig 1B), isolated biofilm-like structures significantly activated IFN-I production by
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pDCs (Fig 3C). This was specific to HTLV-1 infected cells, since similar isolation procedure
from uninfected cells failed to activate the pDCs (Fig 3C, cont.), ruling out a putative non-
specific activation by cellular debris. As expected, isolated biofilm-like structures from HTLV-
I-infected cells transmitted infectious virions to target cells, (Fig 3D). To further confirm that
pDCs sense HTLV-1 biofilm-like structures, HTLV-1 biofilm-like structure was depleted using
metalloprotease that digest the extracellular matrix [44] as previously described [34]. The
metalloprotease treatment of HTLV-1-infected cells decreased the levels of surface envelope
gp46 compared to untreated cells, in association with a reduction in both IFN-I production by
co-cultured pDCs and viral transmission to Jurkat-LTR-Luc reporter target cells (Fig 3E-G).
Altogether, these results show that the HTLV-1 biofilm-like structure contains the

immunostimulatory signal that triggers IFN-I production by pDCs.

Enhanced sensing of HTLV-infected cells by pDCs in conjunction with increased pDC-
infected cell contacts

Since HTLV-1 embedded in biofilm-like structure, but not cell-free virons induced pDC IFN-I
response, we next sought to examine the elements present in the biofilm-like structure that
contribute to viral transmission and subsequent pDC activation. HTLV-1 biofilm-like structures
contain ECM components and linkers, including collagen, agrin and heparan sulfate
proteoglycans (HSPGs) [34]. As HSPGs are involved in cell-cell and cell-ECM interactions
[45], we hypothesized that HSPGs present in HTLV-1 biofilm-like structure could favor cell-
cell adhesion with pDCs. To test this hypothesis, we used heparin, a polyanionic
glycosaminoglycan that mimics the sulfate groups of HSPGs and that could thus act as a bridge
to increase the pDC/infected cell contacts via the HTLV-1 biofilm-like structure. The impact
of heparin on the frequency of cell-conjugates formed between HTLV-1 infected cells and

pDCs was analyzed by imaging cytometry (Image Stream X technology) (S2A Fig), as we
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previously established [24]. This quantitative analysis revealed that heparin significantly
increased the frequency of pDC-HTLV-1-infected conjugates (Fig 4A). Consistently, heparin
significantly augmented pDC IFN-I production induced by HTLV-1 infected cells (Fig 4B).
Importantly, heparin increased as well pDC activation induced by isolated HTLV-1 biofilm-
like structures (Fig 4B). Similar results were obtained using blood samples from different
donors (S2B Fig). HSPGs are known to act as attachment factors via an interaction with Env
gp46 SU [46]. Nonetheless, similar heparin addition had no impact on the viral transmission
using either isolated HTLV-1 biofilm-like structures or HTLV-1-infected cells (Fig 4C). This
demonstrated that under those experimental conditions, heparin did not compete with HSPGs
for HTLV capture. Altogether, these experiments suggested that heparin increases
pDCl/infected cell tethering as well as pDC transfer of the immunostimulatory signal from the
isolated HTLV-1 biofilm-like structures and, likely as a consequence, pDC IFN-I response.
Importantly, the absence of modulation by these heparin treatments of infectivity transmission
to target cells highlighted that the transfer of the immunostimulatory signal to pDCs features

distinct regulatory mechanism(s) as compared to the infectivity transmission to other cell types.

Sensing of HTLV-infected cells inversely correlates with viral transmission.

Next, we sought to define the viral determinants and other cellular component(s) modulating
the level of pDC response to infected cells, including the amounts of viral RNAs, cell contact
efficiency and ability to transmit viral infectivity. To address these questions, we compared
three HTLV-1 chronically infected cell lines (C91-PL, MT-2 and Hut102), known to produce
different amounts of viral proteins [47] and two HTLV-2-infected cell lines (MO and C19). All
HTLV-cell lines triggered IFN-I production by co-cultured pDCs, albeit at different levels
ranking from lower to higher inducer cell lines, at the optimal pDC/infected cells ratios, as

follows: C19, MO, C91, Hut102 and MT-2 cell lines (Fig SA). Neither differences in the
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amount of intracellular genomic RNA nor viral RNA released in the supernatant of infected
cells was correlated to the observed differences in the induction of pDC IFN-I response (Fig
SB-C and S3A-B Fig). This suggests that the amount of RNA produced by the infected cells is

not rate limiting for activation of pDCs.

Thus, we next assessed whether frequency of pDCs engaged in contacts with the different
HTLV-infected cell lines regulated the intensity of pDC activation. The frequency of pDC
conjugates with the different HTLV-infected cell lines was similar, except higher level for the
HTLV-infected MO cell line (Fig SD). Nonetheless, this higher frequency of cell conjugates
with the HTLV-infected MO cell line did not translate into higher levels of IFN-I production
(Fig 5D), suggesting that additional factor(s), other than pDC ability to establish contact with

HTLV-infected cells, govern(s) the levels of pDC IFN-I response to HTLV-infected cells.

We thus tested whether variations of pDC induction by HTLV-infected cell lines might be
explained by distinct mechanisms for viral capture by pDCs. Using C19 cells that induced the
lowest pDC IFN-I production (Fig SA), we showed that for both C91 and C19, the pDC
response and viral transmission were significantly out-competed by recombinant RBD, but not
by recombinant VEGFie¢s5 (S4A-D Fig), suggesting that HTLV viral receptor usages are not

likely responsible for the difference in pDC IFN-I response to the various cell lines.

As we showed that pDCs are activated by cell-cell contacts with infected cells via viral biofilm-
like structures, we then compared the viral accumulation at the surface of the panel of HTLV-
infected cell lines (S4E Fig). The p19%* proteins were detected as patch/cluster at the surface
of all infected cells, suggesting that the pDC activation is not directly linked to an absence of

virus accumulation at the surface of the different HTLV-infected cell lines.
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We next asked whether the level of pDC activation by the HTLV-infected cell lines correlate
with their ability to transfer infectious virions to target cells. Regressive exponential correlation
analysis revealed that IFN-I production by pDCs was inversely correlated with the ability of
infected cells to transfer infectious virions (Fig SE-F, p-value = 0,011). Altogether these results
indicate that the sensing of HTLV-infected cells by pDCs is not strain-specific, and,
importantly, inversely correlated to infectivity transmission to alternative target cells. It thus

implies that pDC activation is likely modulated by other features of the infected cells.

Sensing of HTLV-infected cells by pDCs inversely correlates with the density of [3-
galactoside glycosylation at the HTL V-infected cell surfaces.

Our results using heparin suggested that glycosylated proteins, especially HSPGs are involved
in the tethering of HTLV-1 stimulating signals to the pDC surface and/or its transfer, resulting
in increased pDC IFN-I production. The density of surface glycosylation, including HSPGs
[48], is known to be cell type specific [49]. We thus first studied whether heparin could
modulate the pDC IFN-I production induced by C19 infected cell line, as representative of the
cell line with the lowest ability to induce pDC, and using C91-PL cell line as reference. Similar
to C91-PL cell line (Fig 4C and 6A), the heparin treatment did not change the transmission of
infectious virus by C19 cells (Fig 6A). Contrasting with C91-PL cells, the presence of heparin
did neither significantly increase the frequency of pDC-C19 cell conjugates nor the levels of
IFN-I production by pDCs (Fig 6B-C). These results suggested that difference of the cell
surface glycosylation pattern between HTLV-infected cell lines might be pivotal for the

intensity of pDC response.
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To test this hypothesis, we quantified cell surface glycosylation using various lectins known to
bind different terminal glycosylation patterns (SSA Fig). The staining by Peanut agglutinin
lectin (PNA), which bind to oligosaccharide structures with terminal -galactose residues on
the different HTLV-infected inducer cells (S5B Fig) revealed that the amount of this type of
surface glycosylation was inversely correlated to the magnitude of IFN-I production by co-
cultured pDCs (Fig 6D-E). As opposed, the levels of PNA lectin staining at the surface of
infected cells positively correlated with their ability to transmit viral infection to target cells
(Fig 6F). Consistent observations were obtained by confocal microscopy analysis of PNA
lectin, displaying very weak PNA staining for MT2 and Hut102, the highest IFN-inducer cell
lines (SSC Fig). Similar trend was observed for stained SBA-lectin (S5B Fig), thought to detect
a- or B-linked N-acetylgalactosamine residues, albeit to with lower magnitudes of difference
(SSB Fig), and without statistical correlation with IFN-I production (S5D Fig). In contrast,
binding of the lectins UEIA, WGA and ConA, that recognized other glycosylated residues, did
not demonstrate difference between the different cell lines (SS5B Fig). Altogether, these results
suggest that the composition of the terminal oligosaccharide residues, especially dense terminal

[ -galactose glycosylation, present at the surface of HTLV 1-infected cell lines might inversely

govern both IFN-I production by co-cultured pDCs and viral transmission.

To further study the role of terminal B-galactose residues in IFN-I induction, we performed
assay to mask such surface glycosylation by pretreating C19 cells with PN A-lectin prior contact
with pDC. The presence of PNA-lectin at the surface of C19 cells significantly increased pDC-
induced IFN-I production (Fig 6G). Conversely, the removal of sialic acid using neuraminidase
treatment resulted in augmented exposure of terminal B-galactose at the surface of treated C91
cells (i.e., at levels similar to that of C19 cells, Fig 6H), and significantly decreased of pDC-

induced IFN-I production (Fig 6G). Altogether, our results show that [-galactoside
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glycosylations at the surface of infected cells likely negatively regulate pDC activation by

HTLV-infected cells
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Discussion

Evidences suggested that IFN-I response is likely pivotal to repress HTLV-1 replication
[18,19,50,51]. Yet, the persistent HTLV infection is thought to result from escape viral
mechanism and consequent failure of the immune detection and clearance of infection [52].
Along this line, HTLV-1 inhibits IFN-I induction and signaling [12—15] [16], leading to very
limited production of IFN-I by infected cells. In this study, we elucidated an alternative sensing
pathway mediated by the recognition of infected cells by pDCs, a sentinel cell type known to
be a potent producer of IFN-I and refractory to most viral infection. We demonstrated that pDCs
preferentially sense HTLV-1 infected cells via physical contact rather than HTLV-1 cell-free
virions. This sensing pathway is thus congruent with the absence, or very low, detection of cell-
free virus in the blood of infected patients [53], a consequence of active repression of viral
expression [54]. Recent report suggested that viral latency observed in vivo might be transiently
relieved under changes in nutrients availability in the extra-cellular environment of the infected
cells [55], thus potentially leading to sporadic viral expression in privileged sites such as
lymphoid organs. Thus localized IFN-I response by pDCs upon contact with transiently
reactivated infected cells would be in agreement with the absence of detection of IFN-I at the

systemic level in infected carriers [56].

HTLV-1 viral transmission through physical contact likely compensates for the low levels of
cell-free viruses found in the patients and/or their poor infectivity [35,53,57]. Upon cell contact,
the virus is transmitted either through a virological synapse, in which virus assembly and
budding are polarized toward the cell-cell contact [58], or through the transfer of viral biofilm-
like structures, an extracellular accumulation of viruses embedded in the infected-cell

extracellular matrix (ECM) [34], both mechanisms being likely not mutually exclusive. Here,
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we showed that isolated viral biofilm-like structure is sufficient to trigger IFN-I production by
pDCs. We further propose that the increased potential of biofilm-like structures for pDC
activation, as compared to cell-free virus, could be due to components of these structures
favoring the transmission of the pDC-activating signal, possibly by tethering the

immunostimulatory RNA carrier to the pDC surface.

Our results suggested that pDCs-sensing of HTLV-infected cell is mediated via the HTLV entry
receptor Glut-1, and NRP-1/BDCA-4 receptor seems dispensable. Previous report showed that
infection of myeloid DC by cell-free HTLV-1 particle is independent of NRP-1/BDCA4, viral
binding being ensured by the DC-SIGN lectin [59]. It is conceivable that pDC-expressed
glycosylated surface factors, including lectins and HSPGs known as capture molecules for
HTLYV and other viruses, could act as cofactor for HTLV capture at the pDC surface via glycan-
mediated interactions with HTLV-1 before its delivery to Glut-1. In agreement with this
assumption, our results showed that heparin, an HSPG mimic, increased IFN-I production by
pDCs in response to HTLV-1-infected cells, and isolated HTLV-1 biofilm like structures
implying a putative function of HSPG for the capture of the RNA immunostimulatory carrier
by pDCs. In sharp contrast heparin has not impact on the pDC response to HTLV-2-infected
cells. Consistent with earlier report showing the non-requirement of HSPG for cell-free HTLV-
2 entry [60], this might implies that the putative capture function of HSPG at the pDC surface
only applies for HTLV-1. Alternatively, the differential modulatory effect of heparin on pDC
activation by HTLV-1- versus HTLV-2- infected cells could reflect a distinct composition of
the extracellular matrix and/or cell surface expression of glycosylated proteins by these

chronically infected cells.
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Our results uncovered differences of surface glycan pattern of HLTV-infected cells, including
the composition of the terminal oligosaccharide residues at the cell surface, with densification
of certain residues being inversely correlated to the level of pDC IFN-I response. Further,
enzymatic and pharmacological inhibition/modulation of the cell surface glycans impact pDC
response to infected cells. These observations support the proposition that the extracellular
matrix and/or glycosylated proteins expressed at the cell surface of the infected cells likely
govern both IFN-I production by co-cultured pDCs and viral transmission, these two processes

being inversely regulated.

By analogy to previously reported abilities of several viruses to modify ECM composition of
the host cells to favor their own dissemination and/or immune escape [61-63], one might
speculate that the chronic infection by HTLV modulates the cell surface glycan pattern [64].
We showed that terminal 3-galactoside glycosylation signature is inversely correlated with the
ability of infected cells to promote contact-dependent pDC IFN-I production. Along the same
lines, heparin increases pDC contact with HTLV-1 infected cells, but not that with HTLV-2
infected cells, an observation in agreement with the ability of heparin to bridge surface glycan
from different cells [65]. Together with the absence of correlation between the amount of viral
RNA production by different HTLV-infected cells and pDC IFN-I production, our results
suggest that composition of the extracellular matrix and/or cell surface expression of
glycosylated proteins that embeds cell surface-attached viruses of the different HTLV-infected

cells might regulate pDC activation.

Previous reports showed that pDC response to viral infections can be modulated by different

cell surface factor including the regulatory receptors ILT7, BDCA2 or DCIR [66,67]. For

example, ILT7 binds BST-2, an IFN-induced gene, initially described as an HIV restriction
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factor that impedes viral release from infected cells [68]. Since HIV Vpu protein counteracts
viral tethering by BST?2, virus-free surface BST-2 can readily interact with ILT7, and thereby
inhibits pDC IFN-I production [69]. While BST-2 is also expressed upon HTLV-1 infection, as
opposed to the negative regulation of HIV release, it participates in efficient HTLV-1 cell-cell
transmission [70]. Other negative regulatory receptors e.g., BDCA2 and DCIR bind complex-
type sugars chains (terminal P—galactoside containing complex sugars [71,72], and
mannose/fucose containing complex sugars [73,74], respectively). Since pDC IFN-I response
to HTLV is modulated by the available terminal sugar composition at the surface of infected
cells, one might speculate that the density of specific glycans, via the interaction with negative
regulators, e.g., BDCA?2 might regulate the levels of pDC IFN-I production induced by HTLV-
infected cells as previously shown in other contexts [75—77]. Altogether our results provided
an original illustration of the regulation of pDC IFN-I response by the surface glycan pattern of

infected cells.
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Materials and Methods

Cells. Jurkat cells (from ATCC, ref ACC 282) stably transfected with a plasmid encoding the
luciferase (Luc) gene under the control of the HTLV-1 long terminal repeat (LTR) promoter
and the HTLV-1 Tax-transactivator (Jurkat-LTR-Luc) [34] were maintained under hygromycin
selection (450 pg/mL, Sigma) in culture RPMI medium : RPMI 1640 medium supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS; Gibco Life Technologies), L-Glutamine (2 mM, Gibco Life
technologies) and penicillin-streptomycin (100 U/mL and 100 pg/mL respectively; Gibco Life
Technologies). HTLV-1 infected T-cell lines (C91-PL from Cellosaurus, ref CVCL_0197, MT-
2 from [78], Hut102 from [79] and C8166 from [39] which does not produce infectious virus)
were maintained in culture RPMI medium. HTLV-2 infected cell lines (C19; MO) were
obtained from [80] and maintained in culture RPMI medium supplemented with 20% FCS. The
human fibrosarcoma cell line containing a plasmid encoding the luciferase gene under the
control of the immediate early IFN-I inducible 6-16 promoter (HL116) (a kind gift from S.
Pelligrini, Institut Pasteur, France) [81] was maintained under HAT selection in DMEM
medium supplemented with 10% FCS and penicillin-streptomycin (100 U/mL and 100 pg/mL

respectively). All cells were grown at 37°C in 5% CO..

Reagents. Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Life Sciences); LPS, TLR7 agonist (R848) and
TLR9  agonist (ODN2216) (Invivogen);  TLR7  antagonist, IRS661  (5°-
TGCTTGCAAGCTTGCAAGCA-3’) synthesized on a phosphorothionate backbone (MWG
Biotech); Fc Blocking solution (MACS Miltenyi Biotec); BDCA-4-magnetic beads for
selective isolation of pDCs (MACS Miltenyi Biotec); IL-6 ELISA kit (Affymetrix,
eBioscience); Lipofectamine 2000 (Life Technologies); 96-well format transwell chambers
(Corning); LabTek II Chamber Slide System, 96-Well Optical-Bottom Plates and Nunc UpCell

96F Microwell Plate (Thermo Fisher Scientific); Vibrant cell-labeling solution (CM-Dil, Life
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Technologies); Hoescht and Alexas-conjugated secondary antibodies (Life Technologies);
High Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems); Powerup Sybr Green
Master Mix (Applied Biosystems); pDC specific markers: mouse PE or APC-conjugated anti-
CD123 (clone AC145, Miltenyi), mouse APC-conjugated anti-BDCA-2 (AC144; Miltenyi);
Metalloproteinase 9 (Enzo Life Sciences); FITC-conjugated Peanut Agglutinin (PNA) (Sigma
Aldrich); Alexa Fluor 680-conjugated Wheat Germ Agglutinin (WGA) (Thermo Fisher); FITC-
conjugated WGA, Soy bean Agglutinin (SBA), Ulex europaeus agglutinin I (UEA-I) and
Concanavalin A (ConA) were from Vectors; poly-L-lysine (Sigma, P4832), anti-HTLV-1
pl98*% antibody (1:1000, Zeptometrix); recombinant VEGFies protein (R&D); Glut-
1.RBD.GFP (Metafora biosystem); recombinant IFN-a 2a (TEBU BIO PBL); anti-HTLV-1
Env gp46 antibody (1:1000, Zeptometrix), luciferase reporter activity assay (Promega);
paraformaldehyde 20% (PFA; Electron Microscopy Sciences); saponin (Sigma); Heparin

(Sigma).

Ethics Statement
The pDCs and PBMCs were isolated from blood or cytapheresis units from healthy adult human
volunteers which was obtained according to procedures approved by the “Etablissement

Frangais du sang” (EFS) Committee. All donors provided informed consent to EFS.

Isolation of pDCs and ex vivo co-culture experiments. PBMCs were isolated using Ficoll-
Hypaque density centrifugation. pDCs were positively selected from PBMCs using BDCA-4-
magnetic beads (MACS Miltenyi Biotec) and pDCs were depleted from PBMCs, as previously
described?*. The typical yields of PBMCs and pDCs were 800x10° and 2x10° cells, respectively,

with a typical purity of >91% pDCs, as we previously reported [24,25].
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After isolation, pDCs (2x10*) were platted in 96-well round bottom plates and cultured at 37°C
with HTLV-1 or HTLV-2 infected cell lines (2x10* or other count when indicated), Jurkat cells
(2x10%), as negative control, or isolated HTLV-1 biofilm-like structures (100uL), or HTLV-1
biofilm-like structures depleted cells (2x10*). When indicated, HTLV-2 infected cells (C19, 10°
cells in RPMI culture medium) or HTLV-1 infected cells (C91, 10° in PBS) were treated with
PNA (10 pg/ml, SIGMA) for 30 min at 4°C or neuraminidase (0,1U/ml, SIGMA) for 1h at
37°C respectively. Treated cells were then washed twice in RPMI culture medium prior to co-
culture (2x10% with pDC (2x10*). Culture with isolated pDCs or PBMCs were maintained in
RPMI 1640 medium (Life Technologies) supplemented with 10% FCS, 10 mM HEPES, 100
units/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 2 mM L-glutamine, non-essential amino acids
and 1 mM sodium pyruvate at 37°C/5% COs. The supernatants were collected at 20-24h after
co-culture. When indicated, infected cells or uninfected cells were co-cultured with pDCs in

96-well format transwell chambers separated by a 0.4 mm membrane (Corning), as previously

[24,25].

IFN-a/B and IL-6 detection. HL116 cells were seeded at 2.10* cells/well in 96-well plate 24 h prior the
assay, and incubated for 17 h with supernatant collected from pDC co-cultures (100 uL) or serial dilution
of recombinant human IFN-a 2a (PBL Interferon Source), used for standard curve titration. Cells were
then lysed and luciferase activity assayed. IFN-I levels were expressed as equivalent of IFN-o 2a
concentration, in Unit/mL. The detection of IL-6 by ELISA was performed as previously[24] using kit

(Affymetrix, eBioscience) and according to the manufacturer instructions.

Isolation of viral biofilm-like structures and purification of cell-free viruses. HTLV-1 viral
biofilm-like structure was prepared with a method that is slightly different from the original one
[34] and as previously described[35]. Briefly C91-PL cells were platted (3.10° cells/mL) and

cultured for 4 days. HTLV-1-infected cells were washed twice in RPMI-1640 serum-free
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medium and incubated at 1.10° cells/ml for 1 h at 37 °C, with gentle agitation every 10 minutes.
Then, FCS (10% final) and penicillin-streptomycin (100 ug/mL final) were added, and cells
centrifuged. Supernatant containing biofilm-like structures preparation was collected and
supplemented with Hepes (10 mM), non-essential amino acid (2.5 mM), sodium pyruvate (1
mM), B-mercaptoethanol (0.05 mM) before immediate use.

Cell-free viruses were also obtained from C91-PL cells (10° cells/mL) cultured for 24h at 37°C
5 % COas. Supernatant were clarified by centrifugation (5 minutes at 800g) and filtrated through
a 0.45 pm-diameter pore filter (Millipore, MA) to eliminate cell debris. Virions were purified
by ultracentrifugation through a 20% (wt/vol) sucrose cushion at 100,000g in SW32 (Beckman)
for 1h30 at 4°C and stored at -80°C before use. Virus concentration was determined using
Retrotek HTLV-1/2 p19%% Antigen ELISA kit (Zeptometrix) following manufacturer’s

instructions and as previously described [19].

HTLV-1 viral Biofilm-like structures shedding. C91-PL cells (10° cells /mL) were treated
with Metalloproteinase 9 (20 nM) in RPMI serum-free medium for 1h at 37°C 5% CO». Cells
were washed twice with culture RPMI medium, and immediately used. The efficacy of HTLV-
1 viral biofilm-like structures shredding was controlled by analyzing gp46 viral envelope level

by FACS and viral transmission to T-cells using Jurkat LTR-Luc reporter cells.

Viral Transmission to T-cells. HTLV-1 (C91-PL, Hut102, MT-2), HTLV-2 (C19, MO) or
uninfected (Jurkat) cell lines (10°, 10* or 10°) were co-cultured with Jurkat LTR-Luc cells (10%).
Different ratio of infected cells/target cells (1/10; 1/1 or 10/1) were incubated for 24 hours in
round-bottom 96-wells plates at 37°C. Cells were washed once with PBS and stored at -80°C

as dry pellets until assayed for luciferase reporter activity using manufacturer’s instructions
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(Promega). Luciferase results were normalized according to the amount of proteins determined

by Bradford (Biorad).

HTLYV receptor competition assay. Jurkat LTR-Luc cells (2x10°) were incubated in culture
RPMI medium with VEGFies (80-100 ng/mL) or 10uL Glut-1.RBD.GFP at 4°C during 30
minutes before co-culture with C91-PL cells (2x10%) or with cell-free viruses (50 ng/mL of
p19%% equivalent as measured by ELISA) for 2 hours at 37°C. Cells were then harvested,
washed with PBS, fixed in 4 % PFA, permeabilized in PBS / 1% BSA / 0.05% Saponin and
stained with an anti-p19%*¢ antibody (1:1000) followed by FITC or Alexa Fluor 549-conjugated
anti-mouse antibody. Fluorescence was acquired on at least 10 000 events with a FACSCanto
II cytometer (BD Biosciences) and data analyzed on FlowJo software (Tree Star, Inc. Ashland,

OR).

Surface staining of Env gp46, BDCA-2/CD123, lectins analyzed by FACS. HTLV-1 (C91-
PL, Hut102, MT-2), HTLV-2 (C19, MO) or uninfected (Jurkat) cell lines (2.10%) were fixed
with 4% PFA and stained with FITC-conjugated lectins (10 pg/ml) for 30 minutes at 4°C. The
level of gp46 surface expression was determined on unfixed C91-PL cells using anti-HTLV-1
Env gp46 antibody (1:1000 in PBS-1% BSA) for 1h at 4°C followed by Alexa488-coupled anti-
mouse antibody for 30 min at 4°C. pDC were surface-stained with mouse PE or APC-
conjugated anti-CD123 and mouse APC-conjugated anti-BDCA-2. Cells were then washed
with PBS and fluorescence acquired using 20 000 events on a FACSCanto II cytometer, and

analyzed with FlowJo software.

Measurement of intracellular and secreted HTLV-1/2 particles by quantitative reverse
transcription-PCR (qRT-PCR) analysis. RNAs were isolated from samples harvested in guanidinium

thiocyanate citrate buffer (GTC; Sigma-Aldrich) by phenol/chloroform extraction procedure as
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previously described [25]. Reverse transcription was performed using the random hexamer-primed High
Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems) and quantitative PCR was carried out
using the Powerup SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). The absolute numbers of HTLV-1
transcripts were normalized to the total amount of RNA. For supernatant samples, qRT-PCR was
controlled by the addition of exogenous carrier RNAs encoding xefla (xenopus transcription factor 1a)
in supernatant diluted in GTC buffer, as previously described [24,25].

For quantification of viral genomic RNA the following primers were used: HTLV-1 Forward
(AAAGCGTGGAGACAGTTCAGG), HTLV-1 Reverse (CAAAGGCCCGGTCTCGACQ),
HTLV-2 Forward (CCTTGGGGATCCATCCTCTC), HTLV-2 Reverse
(TCTCTAAAGACCCTCGGGGAG). For quantification of viral RNA present in the
supernatant of infected cells, the following primers were used: Tax 1 Forward (GGATACC
CAGTCTACGTGTTTGG), Tax 2 Forward (GGATACCCCGTCTACGTGTTTGG), Tax 1/2

Reverse (GGGGTAAGGACCTTGAGGGT).

Imaging combined with flow cytometry analysis of pDC/infected cell conjugates using
Image Stream X technology. HTLV-1 (C91-PL, Hut102, MT-2), HTLV-2 (C19, MO) cell
lines and control uninfected Jurkat cells (5x10°) were transduced in 24 well plate with lentiviral-
based vector pseudotyped with VSV glycoprotein to stably express GFP. Briefly, 10° GFP-
expressing HTLV infected cells and control cells were co-cultured with 4x10* pDCs in low-
adherence micro-plate designed for cell harvesting by temperature reduction (Nunc UpCell 96F
Microwell Plate from Thermo Scientific) for 4-5 hours at 37°C, and, as indicated, in presence
or not of heparin. The co-cultured cells were detached by 20 minute-incubation at room
temperature, harvested and fixed in 4% PFA. Cells were then washed twice with staining buffer
(PBS 2% FBS), and pDCs were stained by the pDC-specific CD123 marker. Co-cultured cells
were analyzed by Image Stream X technology (Amnis) at magnification x40 using IDEAS

software, as previously described [24,25]. The cell population defined as pDC/HTLV-infected
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or uninfected cell conjugates comprises conjugates of at least one CD123 APC positive cell and
at least one GFP positive cell among the total of CD123 APC-positive cells, GFP-positive cells
and conjugates. As shown by representative images (S2 Fig), the population gated as pDC-
HTLV-1-infected cell conjugates corresponded to GFP positive/CD123 positive cell
conjugates, as expected, with a 80-95 % purity. The cell populations were sorted using masks
(IDEAS software) to eliminate cells out of focus and/or with saturating fluorescent signal, and

then selected based on cell size of the positive cells (i.e., fluorescent signal area).

Immunofluorescence staining. For lectin/HTLV-1/2 virus localization analysis, HTLV-1
(C91-PL, Hut102, MT-2), HTLV-2 (C19, MO) or uninfected (Jurkat) cell lines cultured on Lab-
tek chamber slides (Nunc) previously treated with 0.01 % poly-L-lysine (Sigma, P4832) were
surface-stained with FITC-conjugated PNA or WGA (10ug/ml), fixed in 4% PFA, then
permeabilized and stained with HTLV-1/2 matrix protein p19%* antibodies (1/1000) followed
by Alexa Fluor549-conjugated anti mouse antibodies. Cells were counterstained with DAPI-
Fluoromount G before analysis on Zeiss LSM 800 microscope. Images were acquired on
ImagelJ.

For pDC/HTLV-infected cells conjugates analysis, 4x10* pDCs were stained using either 0.5
uM Vibrant cell-labeling solution as previously[24]. Labeled pDCs were washed twice with
PBS and then co-cultured with 2x10* HTLV infected cells for 4-5 hours at 37°C, in a 96-Well
Optical-Bottom Plate pre-coated with 8 pg/mL poly-L-lysin for 30 minutes at 37°C. Cells were
then fixed in 4% PFA, washed with PBS and PBS-3%BSA, and stained with anti-HTLV-1 Env
gp46 antibody (1:1000 in PBS-3%BSA) for one hour at room temperature. Prior antibody
staining, cells were stained by WGA lectin coupled to Alexa 680 (Molecular Probes, ref
W32465) diluted at 10pg/mL in HBSS, for 10 minutes at room temperature, then washed three

times with HBSS. After three washes with PBS, cells were incubated with Alexa488-
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conjugated-anti-mouse antibody in 3% BSA-PBS and added to the cells along with Hoechst
diluted at 1:500 (Molecular Probes) for 1 hour at room temperature. After three washes with
PBS, cells were observed with a Zeiss LSM 710 laser scanning confocal microscope. The
quantification of the phenotypes defined to as clusters at the contact were performed using

Image J software package.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using PRISM v7.03 software
(Graphpad). One-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s post-hoc multiple
comparison test was used to determine statistically significant differences. Paired two-tail t-test
was used to compare two groups from the same donor. Differences were considered significant

if the p-value was < 0.05.
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Figure legends

Figure 1. HTLV-1 infected cells robustly trigger IFN-I response by pDCs in a TLR7- and
cell-cell contact dependent manner. A. Representative FACS analysis of pDC isolation and
depletion from PBMCs using the CDI123 and BDCA-2 pDC selective markers. B.
Representative quantification of IFN-I activity in the supernatants of PBMCs, isolated pDCs
and pDC-depleted PBMCs (responders) co-cultured with HTLV-1 infected cells (HTLV-1) or
uninfected cells (cont cells), or their supernatants (SN) as indicated (inducers). The results are
expressed as unit (U)/mL (one unit corresponding to 10-20 pg of recombinant IFN-o 2a).
Results are representative of 3 independent experiments (means of experimental triplicates +
standard deviation; SD). Arrows indicate results below threshold detection of the assay (i.e. 2.5
U/mL). C. Quantification of IL6 in the supernatants (SN) of PBMCs, pDC-depleted PBMCs
treated or not with LPS, as indicated (inducers). Arrows indicate results below threshold
detection of the assay (i.e., 4 pg/mL). D. Quantification of IFN-I activity (as in B) secreted by
pDCs (2 10%) isolated from the blood of a cohort of healthy donors (n = 27) co-cultured with
HTLV-1 infected cells (2 10*) or uninfected (cont) cells (2 10%). Graph shows minimum,
maximum and median values as well as q1-q3 quartiles. E. Quantification of IFN-I activity in
the SNs of pDCs that were pre-incubated, or not, with TLR7 inhibitor (IRS661, 0.35 uM), as
indicated, then co-cultured with infected cells (HTLV-1 cells) or with control cells and
stimulated by agonist of TLR7 (R848, 50 ng/mL) or of TLR9 (ODN2216, 0.1 uM). Results are
expressed relative to IFN-I activity determined in the absence of TLR7 inhibitor, set at 100
(means + SD, n = 3). F. Quantification of IFN-I activity in SNs of pDCs co-cultured with
HTLV-1 infected cells either seeded together (CO) or separated by a 0.4 um transwell
membrane (TW). As controls, pDCs were treated with TLR7 agonist (as in E) in the same set-

up. Results are representative of 4 independent experiments in triplicate (means + SD). G.
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Paralleled quantification of IFN-I activity produced by pDCs upon co-culture with HTLV-1-
infected cells versus C8166 HTLV-1-infected (labeled as defective cells; left axis) and the
infectivity transmission levels to naive Jurkat-LTR-Luc cells upon co-culture with the same
HTLV-1-infected cells or C8166 HTLV-1-infected defective cells (right axis). RLU, relative
light unit (mean + SD, 2 independent experiments). Asterisks indicate statistically significant

differences calculated using unpaired t-test: *** p< 0.001; **** p< 0.0001; ns: non significant.

Figure 2. The HTLV-1 receptor Glut-1 is involved in pDC IFN-I production triggered by
the sensing of HTLV-1 infected cells, but not Neuropilin-1/BDCA-4. A. Assessment by
FACS of the surface expression of the HTLV-1 receptors Glut-1 (revealed with Glut-
1.RBD.GFP) and NRP-1/BDCA-4 (revealed with mAb) (representative of 3 independent
experiments). B-C. Impact of Glut-1 binding competitor (RBD, 5ul/10° cells) or NRP-
1/BDCA-4 binding competitor (VEGF65, 100 ng/mL) on IFN-I activity in SNs of pDCs co-
cultured with HTLV-1-infected cells (mean + SD, 5 independent experiments) (B) and
infectivity transmission levels (mean + SD, 3 independent experiments) (C), determined as in
Fig 1. The results are expressed as percentages relative to untreated co-cultures. D. Viral
binding as determined by flow cytometry after p19%* detection on Jurkat target cells upon
exposure to HTLV-1 cell-free viruses or upon co-culture with HTLV-1 infected cells in the
presence or not of NRP-1/BDCA-4 binding competitor, VEGFiss, 80 ng/mL. Jurkat cells were
differentiated from HTLV-1 infected cells based on their size (see S1 Fig). The results are
expressed as percentage relative to untreated conditions (mean + SD of 2-3 independent
experiments). Asterisks indicate statistically significant differences calculated using ANOVA

followed by Sidak’s multiple comparison test: *** p<0.001; ns= non significant.
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Figure 3. HTLYV biofilm-like structures trigger a robust activation of pDC-IFN-I response.
A. Representative confocal imaging of pDC/HTLV-1 infected cell contact with 3 consecutive
Z-stack sections (left to right). Upper panels, confocal analysis of HTLV-1 Env gp46
(immunodetection without detergent, green) that form cluster at the contact between HTLV-1
infected cells and pDCs (stained with Dil, a lipophilic dye, red). Carbohydrate-rich structures
are stained by the WGA lectin (Triticum vulgaris, purple), and nucleus (blue). Middle and lower
panels, single detections of WGA lectin and HTLV-1 Env gp46, respectively. B. Quantification
of the presence or not of Env gp46 and WGA co-clusters at the cell-cell contact (analysis of 16
cell-cell contacts in 3 independent experiments). C-D. Parallel quantification of IFN-I activity
in SNs of pDCs co-cultured with HTLV-1-infected cells versus biofilm-like structures isolated
from HTLV-1-infected cells and infectivity transmission levels, determined as in Fig 1G and
2C (mean + SD, 3 independent experiments performed with similar viral capsid levels in the
isolated HTLV-1 biofilm-like structure as determined by p19% levels, i.e. 2.9 ng). Asterisks
indicate statistically significant differences calculated using ANOVA followed by Sidak’s
multiple comparison test: **** p<(0.0001. E. Surface Env gp46 detection on HTLV-1 infected
cells treated or not with metalloproteinase 9 (MMP-9; 20 nM). F-G. Parallel quantifications of
IFN-I activity in SNs of pDCs co-cultured with HTLV-1-infected cells treated or not with
MMP-9 as in C, and infectivity transmission levels determined as in Fig 2B. The results are

representative of 2 independent experiments (mean + SD of triplicates results).

Figure 4. Heparin, jointly increases pDC/infected cell contacts and pDC activation by both
HTLV-infected cells and isolated HTLYV biofilm-like structures. A. Quantification of the
conjugates between CD123-stained pDCs and GFP-expressing HTLV-1 infected cells analyzed
by imaging flow cytometry in co-cultures treated or not with heparin (50 U/ml). Results are

expressed as percentages of pDC/HTLV-1 cell conjugates i.e., conjugates of at least one cell
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solely CD123* and one cell GFP*, relative to the total number of single cells (GFP* or CD123*)
and the conjugates (mean + SD, 3 independent experiments, n=8000 events per condition).
Asterisks indicate statistically significant differences calculated using ANOVA followed by
Sidak’s multiple comparison test: ** p<0.01. B. Quantification of heparin treatment (50 U/mL)
on IFN-I production in SNs of pDCs co-cultured with HTLV-1-infected cells or HTLV-1-
purified biofilm-like structures i.e., 2.9 ng as determined by p19%* ELISA (mean + SD of
triplicates results, representative of 3 independent experiments). C. Quantification of infectivity
transmission levels to naive Jurkat-LTR-Luc cells in presence or not of heparin upon co-culture
with the HTLV-1-infected cells or isolated HTLV-1 purified biofilm-like structures (mean =+
SD, 3 independent experiments with similar viral capsid levels in the isolated HTLV-1 biofilm-
like structure as determined by pl19%% levels). NS indicates statistically non-significant

differences calculated using ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison test.

Figure 5. Levels of pDC IFN-I production triggered by HTLV infected cells inversely
correlated to the efficiency of infectious viral transmission via cell-cell contact. A. IFN-I
levels were quantified after co-culture of increasing number (2x10%; 2x10% 2x10°) of HTLV-1
(C91-PL; Hutl02; MT-2) or HTLV-2 infected cells (C19; MO) with pDCs (2x10%). The
infected cells:pDC ratio is indicated on the right of the graph. Arrows indicate the maximum
level of IFN-I for each cell line setting. (mean of 3 independent experiments). B. Parallel
representation of the maximum levels of IFN-I production induced after co-culture of pDCs
with HTLV-infected cells and of (B) intracellular viral RNA present in the cytoplasm of HTLV-
infected cell lines (mean + SD of 3 independent experiments); (C) viral RNA released in the
supernatant of HTLV-infected cell lines after 24h of culture (mean + SD of 3 independent
experiments); (D) the percentage of cell-cell contact established between pDCs and HTLV-

infected cells (mean + SD of 2-4 independent experiments); or (E) maximum infectivity levels
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as determined in S4D Fig (n=3). F. Correlation curve of pDC-dependent IFN-I production and

viral transmission and calculated p value.

Figure 6. The differential surface glycan composition of HTLV-infected cells regulates the
levels of pDC IFN-I production A. Quantification of heparin treatment of HTLV-infected
cells on the level of infectious viral transmission to naive reported Jurkat-LTR-Luc cells,
determined as in Fig 4C (mean + SD of 2-3 independent experiments). NS indicates statistically
non-significant differences calculated using ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison
test. B. Quantification of the conjugates between CD123-stained pDCs and GFP-expressing
HTLV-infected cells analyzed by imaging flow cytometry in the presence or not of heparin (50
U/mL). Results are expressed as percentages of pPDC/HTLV -infected cell conjugates as in Fig
4A (mean + SD of 3 independent experiments). Asterisks indicate statistically significant
differences calculated using ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison test: ** p<0.01;
ns= non significant. C. Quantification of heparin treatment (as in Fig 4) on IFN-I production in
SNs of pDCs co-cultured with HTLV-infected cells (mean+ SD, 8 and 3 independent
experiments for HTLV-1 infected cells and HTLV-2-infected cells, respectively). Asterisks
indicate statistically significant differences calculated using ANOVA followed by Sidak’s
multiple comparison test: ** p<0.01; ns= non significant. D. Parallel representation of the
maximum levels of IFN-I production induced after co-culture of pDCs with HTLV-1-infected
cells and the amount of surface PNA binding on HTLV-2 (C19 and MO) infected cell lines and
HTLV-1 (C91-PL; Hutl02 and MT-2) infected cell lines (Mean + SD of 5 independent
experiments). E-F. Regression correlation curve of the amount of PNA binding at the surface
of HTLV-infected cells and the maximum IFN-Production induced by the HTLV-infected cells
(E) or the level of infectious viral transmission to naive reported Jurkat LTR-Luc cells (F).

Computes correlation p-values calculated with Spearman test are indicated. G. Quantification
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of IFN-I production by pDCs co-cultured with C19 or C91-PL infected cells in presence of
PNA or neuraminidase, as indicated. Results are presented as fold changes relative to untreated
cells (mean = SD, 5 independent experiments). Asterisks indicate statistically significant
differences calculated using unpaired t-test between treated versus untreated setting: ** p<0.01;
*#% p<0.001. H. FACS analysis of C19 stained or not with PNA and C91-PL infected cells
treated or not with neuraminidase (Neu, 0.1 U/ml) before staining with PNA (mean + SD of 4
and 3 independent experiments respectively). Asterisks indicate statistically significant
differences calculated using paired t-test between treated versus untreated setting: ****

p<0.0001; *** p<0.001.
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Supplementary information

Supplementary Figure legend

Supplementary Figure 1. FACS gating strategy used for the analysis of VEGFi6s
competition. Cell populations (C91-PL ; Jurkat cells or co-culture of C91-PL and Jurkat cells)
were gated based on their size (FCS) and granulosity (SSC), and p198® expression determined
on each population. C91-PL population was used as a positive control for p19%*¢ expression
while Jurkat cell population was used as a negative control. The percentage of p198* positive
Jurkat cells in the co-culture with C91-PL is shown. (Representative of 3 independent

experiments.).

Supplementary Figure 2. Increase of pDC IFN-I production and cell-cell contact by
heparin treatment. A. Imaging flow cytometry analysis (ImageStream) of HTLV-1 infected
cells, which stably express GFP, and co-cultured with pDCs for 4-5 hours, as in the Fig 4B.
pDCs are detected by the immunostaining of CD123, a pDC specific marker. Representative
pictures of the cell population gated as conjugates between pDCs and GFP expressing infected
cells (upper panels), of the cell population gated as HTLV-1 infected cells (GFP positive cells,
middle panels) and of the cell population gated as pDCs, single cells (CD123 positive cells,
lower panels), are shown. Panels, as displayed from the left to the right, Bright field; GFP field;
APC field; GFP/APC field and Merge. B. Quantifications of the effect of heparin treatment (as
in Fig 4C) on IFN-I production in SNs of pDCs co-cultured with HTLV-1-infected cells or
HTLV-1-purified biofilm-like structure normalized to the amount of p19 measured in each
biofilm-like structures preparation. The results are expressed as fold-increase relative to the

untreated controls (mean + SD, 10 and 3 independent experiments for HTLV-1 infected cells

141



and biofilm-like structure, respectively). Asterisks indicate statistically significant differences

calculated using ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison test: *** p<0.001.

Supplementary Figure 3. Lack of correlation between pDC-induced IFN-I production and
HTLYV RNA production or cell-conjugates formation. A-C. IFN-I amounts (U/ml) induced
by HTLV- infected cells plotted against the corresponding intracellular RNA levels (A),
extracellular RNA levels (B) or the percentage of cell-conjugates (C). Compute correlation p
values are indicated. D. Infectivity levels determined after co-culture of Jurkat-LTR-Luc
reporter cells (10* or 10°) with HTLV-1 or HTLV-2 infected cells (10* or 10°). The infected
cells/reporter cell ratio (1:10 represents 10* infected cells for 10° reporter cells, 1:1 represents
10° infected cells for 10° reporter cells, 10:1 represents 10° infected cells for 10* reporter cells)
is indicated on the right of the graph. RLU, relative light unit. Arrows indicate the maximum
level of RLU relative to viral transmission for each cell line setting. (mean of 3 independent

experiments).

Supplementary Figure 4. Viral accumulation at the surface of HTLV-infected cells and
IFN-I induction by HTLV-2 infected cells, as that induced by HTLV-1 infected cells,
requires receptors for viral fusion but not for viral binding. A-C. Impact of Glut-1 binding
competitor (RBD, 5uL/10° cells, A) or NRP-1/BDCA-4 binding competitor (VEGFies, 100
ng/mL, C) on IFN-I activity in SNs of pDCs co-cultured with HTLV-1-infected cells (C91-PL)
or HTLV-2 infected cells (C19). B-D Corresponding infectivity levels, determined as in Fig
2C. The results are expressed as percentages relative to untreated co-cultures (mean + SD, 3-5
independent experiments). Asterisks indicate statistically significant differences calculated
using ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison test: **** p<(0.0001; ns= non

significant. E. Representative images (of 3 independent experiments) obtained by confocal
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microscopy of HTLV-1 (C91-PL ; MT-2 or Hut102) or HTLV-2 (C19 or MO) -infected cells

immunostained against p198* (red) and DAPI for nuclei (blue). Scale bar = Spm.

Supplementary Figure 5. Surface binding of lectins on HTLV-1/2 infected cells. A. Name
and binding specificity of the different lectins. B. Surface binding quantification of the various
lectin on the HTLV-1/2 infected cells determined by FACS using FITC-coupled lectin. (Mean
+ SD of 3 independent experiments). Asterisks indicate statistically significant differences
calculated using ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison test: * p<0.05; ** p<0.01;
*#%% p<0.0001; ns= non significant C. Representative images obtained by confocal microscopy
of HTLV-1- (C91-PL; MT-2 or Hutl02) or HTLV-2- (C19 or MO) infected cells
immunostained with FITC-coupled PNA (green) and DAPI for nuclei (blue). Scale bar = Sum.
D. Correlation curve of SBA expression (MFI) and pDC IFN-I production induced by coculture

with HTLV-1 and HTLV-2 infected cells. Compute correlation p value is indicated.
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1.2. Résultats complémentaires

1.2.1. Introduction

Ces résultats font directement suite a 1’article précédent et s’ancrent dans la compréhension du
mécanisme qui peut conduire les cellules C19 a induire une réponse IFN-I plus faible apres leur
reconnaissance par les pDCs. Pour cela, nous avons voulu déterminer si ce résultat est associé
a un défaut d’activation de la pDC par les cellules C19 ou a un mécanisme spécifique de
I’inhibition de la réponse IFN-I, dépendant ou non du contact cellulaire. Nous avons également
investigué si ’IFN-I produit par les pDCs apres coculture avec les différentes lignées infectées
par HTLV-1 et HTLV-2 présente des propriétés antivirales, au méme titre que I'I[FN-a

recombinant.

1.2.2. Matériels et méthodes

Cellules et milieux de culture

Les cellules chroniquement infectées par HTLV-1 (C91-PL, Hut102, MT-2) et cellules Jurkat
sont cultivées dans du milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) (Gibco)
supplémenté de sérum de veau feetal (SVF) (10 %) (BioSera) et de pénicilline/streptomycine
(1 %) (Gibco). Les cellules chroniquement infectées par HTLV-2 (C19 et MO) sont cultivées
dans du milieu RPMI supplémenté de SVF (20 %) et de pénicilline/streptomycine (1 %). Les
cellules HL.116 sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
supplémenté de SVF (10 %), de pénicilline/streptomycine (1 %) et de HAT (Hypoxanthine
Aminoptérine Thymidine) (1x) (Gibco). Des PBMCs de donneurs sains sont isolées a partir
d’anneaux de cytaphérese obtenus aupres de 1’établissement francais du sang par centrifugation
sur un coussin de Ficoll (GE Healthcare). Les pDCs sont ensuite isolées de ces PBMCs apres
purification par tri magnétique a 1’aide d’un anticorps dirigé contre BDCA-4 (Milteniy). Les
pDCs sont resuspendues dans du milieu RPMI supplémenté de sérum de veau feetal (10 %) et
de pénicilline/streptomycine (1 %), d’HEPES (10 mM) (Gibco), d’acides aminé non essentiels
(1x) (Gibco) et de pyruvate de sodium (ImM) (Gibco). Les cellules sont cultivées a 37°C, 5 %
CO..
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Stimulation des pDCs par HTLV-1 et HTLV-2 et mesure de ’IFN-I

Les pDCs sont cultivées au ratio 1:1 avec des cellules infectées ou des Jurkat (20 000 vs 20 000
ou 100 000 vs 100 000, pour la production d’IFN-I ou les expériences d’immunomarquage,
respectivement), du surnageant de cellules C19, du R848 (0.35 uM sauf indication) (Invivogen)
ou du CpG (10 pg/mL) (Invivogen) pendant 24h a 37°C 5 % CO: en plaque 96 puits a fond
rond. Les pDCs sont ensuite centrifugées et le surnageant collecté et conservé a -20°C avant
dosage. Le dosage du surnageant est réalis¢ a I’aide des cellules rapportrices HL116, qui
expriment le géne de la luciférase dont I’expression est contrdlée par un promoteur contenant
des séquences ISRE (Uzé et al., 1994). Le surnageant des cellules C19 correspond a du milieu
de culture obtenu apres 24h de culture et filtré (pores = 0.45 um) (Millex). Dans certaines
conditions, les pDCs sont pré-incubées avant culture avec un antagoniste de TLR-7, IRS661

(0.35 uM) (MWG Biotech), pendant 20 minutes a température ambiante.

Immunomarquages et cytométrie

Apres 24h de coculture, les cellules sont lavées avec du DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline) 1x (Gibco), resuspendues dans un tampon DPBS / BSA (Bovine Serum Albumin) 1 %
(Sigma) avec I’un ou I’autre des mix d’anticorps monoclonaux suivants : anti-BDCA-4-FITC
(Clone ADS5-17F6 Milteniy), CD123-Vioblue (Clone ACI145 Milteniy), BDCA-2-APC
(Milteniy), TRAIL-PE (eBiosciences) ou bien anti-BDCA-4-FITC (Clone ADS5-17F6
Milteniy), CD123-PE (Clone AC145 Milteniy), CD40-PECy7 (Clone 5C3 BD Biosciences),
HLA-DR-PerCP (BD Biosciences), CD86-APC (BD Biosciences). Le marquage est réalisé a
4°C pendant 20 minutes selon les instructions du fournisseur. Les cellules sont ensuite lavées
avec du DPBS 1x et fixées avec 4 % de paraformaldéhyde (Electron Microscopy Sciences)
pendant 15 minutes a température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées avec du DPBS 1x

et le marquage analysé par cytométrie en flux (Canto II BD Biosciences).

Effet antiviral de ’IFN-I sur la néoinfection

2.10° de cellules Jurkat sont microporées (Neon, Thermo Fisher Scientific) avec 10ug d’un
plasmide rapporteur de I’infection LTR-Luciférase (Cachat et al., 2013). Les cellules Jurkat
sont ensuite cultivées pendant 24h a 37°C, 5 % CO: avec des concentrations croissantes
d’TIFN-I (10, 100 ou 1000 U/mL) produit par les pDCs apres stimulation par le R848 ou les
cellules infectées par HTLV-1-/2. Les cellules Jurkat sont ensuite cocultivées avec des cellules
CI91-PL au ratio 1:1 (100 000 vs 100 000) en plaque 96 puits a fond rond pendant 24h

supplémentaires. Les cellules sont ensuite lavées et lysées dans du tampon de lyse passif 1x
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(Promega) et ’activité de la luciférase est mesurée aprés addition de son substrat (Promega) a
I’aide d’un luminomeétre (Glomax Turner Biosystems). Le niveau de luciférase dans chaque
puits est normalisé par rapport a la quantité de protéines mesurée par le test de Bradford

(BioRad).
1.2.3. Résultats

Dans un premier temps, nous avons évalué si la lignée C19 est capable, au méme titre que la
lignée C91-PL (Figure 1E de P’article), d’induire la signalisation TLR-7 au niveau de la pDC
apres coculture. Pour cela, nous avons incubé les pDCs avec un antagoniste de TLR-7,
I’IRS661, avant la coculture avec la lignée C19. Le niveau d’IFN-I dans le surnageant est réduit
en présence de ’IRS661, ce qui indique que le virus HTLV-2 est également reconnu par la pDC
a travers TLR-7 (Figure 32). L’effet de I’'IRS661 est spécifique puisque cette molécule induit
¢galement une inhibition de la production d’IFN-I médiée par un agoniste de TLR-7 (R848)
mais pas par un agoniste de TLR-9 (CpG) (Figure 32).

3001

AZOO-

$

>

L

100-

O- |

- IRS661 - IRS661 - IRS661
c19 R848 CpG

Figure 32 : L’activation de la pDC par la lignée C19 est dépendante de TLR-7. Les pDCs ont été
cocultivées avec des cellules C19 au ratio 1:1, du R848 ou du CpG pendant 24h en présence ou en
absence d’un antagoniste de TLR-7 : IRS661 (0.35 uM). La quantité d’IFN-I dans le surnageant a
ensuite ét¢ mesurée a 1’aide de la lignée rapportrice HL116 et exprimée sous la forme de pourcentage
d’IFN-I (U/mL) par rapport a la condition sans IRS661 (n=2).
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Dans un second temps, nous avons évalué si un élément contenu dans le surnageant de culture
de la lignée C19 pouvait induire une inhibition de la production d’IFN-I par la pDC, tel que le
virus lui-méme par exemple, puisqu’il a été montré que certaines glycoprotéines virales peuvent
inhiber la réponse IFN-I apres leur interaction avec des récepteurs a la surface de la pDC
(Florentin et al., 2012 ; Martinelli et al., 2007). Pour vérifier cela, nous avons stimulé des pDCs
avec du R848 puis les avons simultanément cultivées en présence ou en absence de surnageant
de culture de la lignée C19. Le surnageant lui-méme est capable d’induire une production
d’IFN-I par la pDC, bien que I’amplitude de la réponse soit inférieure a ce qui est obtenu par
un contact cellule-cellule (Figure 33A). En revanche, le surnageant ne diminue pas ou peu la
réponse IFN-I induite par le R848 (Figure 33A-B). Ceci suggere que la plus faible réponse
IFN-I de la pDC apres coculture avec la lignée C19 n’est pas associ€e a une inhibition par le

virus libre ou un autre élément produit par les cellules C19 (cytokines, hormones).
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Figure 33 : Le surnageant de la lignée C19 ne suffit pas a reproduire la plus faible activation des pDCs
par ces cellules. Les pDCs sont cultivées en présence de cellules C19 au ratio 1:1 (C19), du surnageant
de ces cellules (SN C19) (100 puL de surnageant pour 20 000 pDCs) ou d’un agoniste de TLR-7 (R848)
pendant 24h. La quantité d’IFN-I (U/mL) dans le surnageant a ensuite été mesurée a I’aide de la lignée
rapportrice HL116. A) Résultat représentatif d’une expérience. B) Représentation du pourcentage
d’inhibition induit par la combinaison du R848 avec le surnageant des cellules C19 (n=3). Le test
statistique correspond a un test de Wilcoxon (ns = non significatif).

Le virus libre de HTLV-1, en plus de stimuler la production d’IFN-a, est capable d’induire la
relocalisation de la protéine TRAIL a la membrane plasmique de la pDC et d’induire

I’expression de marqueurs de maturations, tels que CD40 ou CD86 (Colisson et al., 2010). Pour
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controler si la plus faible production d’IFN-I par les pDCs apres reconnaissance des cellules
C19 n’est pas simplement associée a un défaut d’activation de la pDC, nous avons évalué
I’expression de surface des protéines TRAIL, CD40, CD86 et HLA-DR au niveau des pDCs
stimulées par différentes lignées infectées par HTLV-1 (C91-PL, Hut102, MT-2) ou HTLV-2
(C19, MO). Nous avons observé que I’expression de TRAIL a la membrane plasmique des
pDCs peut étre induite a la fois par du R848 et par des cellules infectées par HTLV-1 et
HTLV-2 (Figure 34). Si la fréquence des pDCs exprimant TRAIL apres coculture varie en
fonction des lignées, celle-ci est a la fois maximale et similaire pour les lignées MT-2, C19 et

MO, ce qui indique que la lignée C19 n’est pas déficiente dans 1’activation des pDCs.
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Figure 34 : La stimulation des pDCs par des cellules infectées par HTLV-1 et HTLV-2 induit
I’expression de TRAIL. L’expression de TRAIL a la surface des pDCs a été mesurée par cytométrie en
flux et exprimée sous la forme de la fréquence de pDCs qui expriment TRAIL apres coculture avec des
doses croissantes de R848, des lignées cellulaires infectées par HTLV-1 et HTLV-2 ou des cellules
Jurkat non infectées pendant 24h au ratio 1:1 (n=6).

En parallele de TRAIL, la coculture de cellules infectées par HTLV-1 et HTLV-2 avec les pDCs
induit également une maturation de ces derniéres, avec une induction de 1’expression de CD40,
CD86 et HLA-DR (Figure 35). Les cellules C19 ne sont pas déficientes dans I’induction de
I’expression des récepteurs CD40 et HLA-DR en surface des pDCs, en comparaison des autres

lignées (Figure 35A-B). De maniere intéressante, 1’expression de CD86 par les pDCs parait
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plus élevée apres une stimulation par HTLV-2 que par HTLV-1, indépendamment de la lignée

infectée (Figure 35C).
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Figure 35: La stimulation des pDCs par des cellules infectées par HTLV-1 et HTLV-2 induit
I’expression de marqueurs de maturation. Les pDCs sont cocultivées 24h avec des lignées cellulaires
infectées par HTLV-1 et HTLV-2. L’expression de CD40, CD86 et HLA-DR a la surface des pDCs a
été mesurée par cytométrie en flux et exprimée sous la forme du ratio entre la médiane d’intensité de
fluorescence (MFI) obtenue pour chaque stimulation et la MFI obtenue en absence de stimulation des
pDCs (= Fold induction) (n=2 pour CD40 et n= 3 pour HLA-DR et CD86).

Précédemment, nous avons observé que I’exposition du motif Gal(f1-3)GalNAc (Galactose
B(1-3) N-acétylgalactosamine), aussi appelé antigene TF (Thomsen-Friedenreich), a la surface
des cellules infectées influence la production d’IFN-I par les pDCs (Figure 6G de P’article).
Nous avons émis I’hypothese que I’exposition de ce motif glycosylé pouvait induire I’activation
de récepteurs régulateurs a la surface de la pDC, comme par exemple BDCA-2, qui est capable
de reconnaitre des groupements glycosylés avec des galactoses terminaux (Jégouzo et al.,
2015). Puisque I’internalisation de BDCA-2 est observée en parallele de son activation (Pellerin
et al., 2015), nous avons mesuré¢ I’expression de ce marqueur par les pDCs apres coculture avec

les différentes lignées HTLV-1 et HTLV-2. Nous avons observé que la fréquence de pDCs

165



exprimant BDCA-2 en surface (le protocole de marquage se faisant en absence de
perméabilisation membranaire) est statistiquement inférieure apres coculture avec la lignée C19
en comparaison de toutes les autres lignées, en prenant comme référentiel le niveau obtenu
apres une stimulation avec du R848 (Figure 36). Ceci suggere que le récepteur BDCA-2 est
internalisé de maniere accrue apres stimulation par les cellules C19. Au vu de sa capacité a
inhiber la production d’IFN-I (Pellerin et al., 2015), nous avons émis I’hypothése que les
cellules C19 sont capables de stimuler BDCA-2, ce qui expliquerait la capacité réduite de ces

cellules a induire la production d’IFN-I par les pDCs.
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Figure 36 : L’activation des pDCs par la lignée C19 induit une diminution de la fréquence de pDCs
positives pour I’expression de BDCA-2 en surface. L’expression de BDCA-2 a la surface des pDCs a
été mesurée par cytométrie en flux et exprimée sous la forme de la fréquence de pDCs qui expriment
BDCA-2 apres coculture avec du R848 ou des lignées cellulaires infectées par HTLV-1 et HTLV-2
pendant 24h au ratio 1:1 (n=5). Le test statistique correspond a un test de Friedman (ns = non significatif,
*P-valeur < 0.05).

Enfin, si des différences de production de I’IFN-I par les pDCs en termes quantitatifs ont été
observées en fonction du stimulus, nous nous sommes intéressés a savoir s’il y avait également
des différences en termes qualitatifs, et plus précisément si I’'IFN-I produit aprés un contact
avec des cellules infectées par HTLV-1 et HTLV-2 avait les mémes propriétés antivirales que
I’IFN-a recombinant. Pour cela, nous avons évalué la capacité des IFN-I produits par les pDCs
apres coculture avec du R848 ou apres coculture avec chaque lignée infectée par HTLV-1 et

HTLV-2 a prévenir I’infection de Jurkat par des cellules infectées, a I’instar de ce qui a déja été
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observé avec de I'[FN-a recombinant (Cachat et al., 2013). Tous les IFN-I produits par la pDC
sont capables de limiter la néoinfection de cellules Jurkat par HTLV-1, de maniere dose
dépendante, avec cependant des concentrations optimales d’inhibition variables en fonction de
la lignée infectée (Figure 37). En revanche, I'IFN-a2a recombinant conserve la meilleure
capacité antivirale a faible concentration (10 U/ml). A la concentration intermédiaire
(100 U/ml), tous les IFN induisent au minimum 70 % d’inhibition de la capacité infectieuse de
HTLV-1. Si I’effet inhibiteur maximal est observé a la concentration intermédiaire pour certains
IFN, a savoir ceux induits par les lignées C91-PL, Hut102 et MO, ceux induits par les lignées
MT-2 et C19 ont un effet inhibiteur maximal pour la concentration la plus élevée (1 000 U/ml).
Ceci suggere non seulement que des différences quantitatives, mais également qualitatives,

existent entre les IFN produits par les pDCs apres reconnaissance des différentes lignées
HTLV-1 et HTLV-2.
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Figure 37 : Effet antiviral de I’IFN-I produit par les pDCs apres coculture avec du R848 ou des lignées
infectées par HTLV-1 et HTLV-2. Des cellules Jurkat ont été transfectées avec un plasmide rapporteur
de Iinfection virale (L TR-Luciférase) et incubées en présence de concentrations croissantes d’IFN (10,
100 et 1 000 U/mL) pendant 24h a 37°C. Cet IFN correspond soit a de I’'IFN-a2a recombinant, soit a de
I’IFN produit par les pDCs apres stimulation par du R848 (0.35 uM) ou par des cellules infectées par
HTLV-1 et HTLV-2. Les cellules Jurkat sont ensuite cultivées 24h supplémentaires avec des cellules
C91-PL au ratio 1:1. L’expression de la luciférase, témoin de I’infection, a ét€¢ mesurée et normalisée a
la quantité de protéines par un test de Bradford. Les résultats d’infectiosité mesurés par les valeurs
d’unités luciférases sont représentés sous la forme de pourcentages relatifs a la condition sans IFN.
Résultat représentatif d’une expérience (n=2).
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1.2.4. Conclusion

Nous avons montré que le surnageant de culture des cellules C19 n’est pas suffisant pour induire
une inhibition de la production d’IFN-I par les pDCs et que I’activation de ces dernieres est
médiée par la voie TLR-7, au méme titre que la lignée C91-PL. En revanche, si HTLV-1 et
HTLV-2 activent I’expression d’IFN-I dans la pDC a travers la méme voie de signalisation, des
expériences supplémentaires sont cependant nécessaires pour savoir si des différences
d’accumulation de I’ARN viral dans les endosomes contenant TLR-7 pourraient étre a 1’origine
de la plus faible induction de la production d’IFN-I par la lignée C19. Toutefois, les cellules
C19 ne sont pas déficientes dans 1’activation des pDCs puisqu’elles sont capables d’induire
I’expression de CD40, CD86, HLA-DR et TRAIL a la membrane plasmique des pDCs au méme
titre que les autres lignées infectées. En revanche 1’expression de BDCA-2 en surface des pDCs
est plus faible apres stimulation par les cellules C19 en comparaison des autres lignées
cellulaires. Il serait donc intéressant de savoir si I’activation de BDCA-2 est bien 1’élément
responsable de I’inhibition de la production d’IFN-I par la lignée cellulaire C19. Nous
envisageons pour cela de bloquer 1’accessibilité du récepteur via I’utilisation de fragments Fab
de I’anticorps monoclonal anti-BDCA-2, et qui permettent d’éviter 1’activation de la
signalisation sous-jacente, ou encore de vérifier 1’activation du récepteur par la mesure de la
phosphorylation des protéines ERK (Florentin et al., 2012). Enfin, nous avons également
observé que I’IFN-I produit par les pDCs mises en contact avec les différentes lignées était
capable, au méme titre que I’IFN-a recombinant, d’inhiber la néoinfection de lymphocytes par

HTLV-I1.
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2. Immunophénotypage des cellules sanguines de patients HAM/TSP

2.1. Introduction

Dans cette étude, nous avons voulu déterminer s’il y avait des différences dans la fréquence de
plusieurs populations, a la fois de I’'immunité innée et adaptative, ainsi que dans leur sensibilité
a des stimuli exogenes, entre des patients symptomatiques, des porteurs asymptomatiques et
des individus sains. Pour répondre a cette problématique nous avons mis en place une
collaboration avec I’équipe du Pr. Jorge Casseb (LIM-56, Institut d’infectiologie Emilio Ribas,
Sao Paulo, Brésil), localisée au Brésil, afin d’avoir accés a des échantillons d’individus infectés
par HTLV-1 et d’individus sains issus de la méme région géographique. Les patients
symptomatiques de cette étude correspondent uniquement a des patients HAM/TSP puisque ces
derniers sont beaucoup plus fréquents que les patients ATLL en Amérique du Sud. La fréquence
des cellules, ainsi que la production de cytokines, ont été mesurées a partir du sang total stimulé
ou non avec 1’une des trois molécules suivantes : de la PHA (phytohémagglutinine), du PMA
(Phorbol 12-Myristate 13-Acetate)/Ionomycine ou du R848 (Resiquimod). La PHA et le
PMA/Ionomycine miment 1’activation des lymphocytes par deux mécanismes distincts. La
PHA étant une lectine, elle assure 1’agrégation de plusieurs récepteurs glycosylés a la surface
des lymphocytes, en incluant le TCR, ce qui permet son activation sous-jacente. Le
PMA/Ionomycine diffuse a travers la membrane cellulaire et active directement un effecteur de
la signalisation du TCR, la PKC (Protein Kinase C). L’utilisation des deux stimuli en parallele
nous permet ainsi de vérifier si des défauts de signalisation du TCR peuvent exister chez les
individus infectés par HTLV-1. Ces deux stimulations sont utilisées pour suivre 1’état de la
réponse immunitaire adaptative. Le R848 est un agoniste de TLR-7 et de TLR-8 qui est utilisé

pour suivre I’état de la réponse immunitaire innée.

2.2. Matériels et méthodes

Cohorte

Les individus infectés par HTLV-1 asymptomatiques et les patients HAM/TSP participant a
cette étude sont inclus dans une plus large cohorte d’individus suivis par le Pr. Jorge Casseb a
Sao Paulo (Brésil). 15 donneurs sains, 15 individus infectés par HTLV-1 asymptomatiques et
15 patients HAM/TSP ont été recrutés pour cette étude. Tous les individus ont consenti a

participer a cette étude expérimentale par écrit et ont plus de 18 ans.
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Charge provirale
La charge provirale des individus infectés asymptomatiques et symptomatiques a été mesurée

par nos collaborateurs comme décrit précédemment (Dehée et al., 2002).

Stimulation des cellules du sang

Le sang des individus est collecté dans des tubes a héparine, distribué dans des tubes en
polypropyléne (1.5 mL par tube), supplémenté avec 200 pL. de milieu RPMI contenant 10 %
de SVF et stimulé ou non avec du R848 (Invivogen) (1 ou 10 pg/mL), de la PHA (Sigma)
(50 pg/mL) ou de la PMA (Sigma) (10 ng/mL)/Tonomycine (Sigma) (1 pg/mL). Le sang est
incubé 1 heure a 37°C 5 % COa,. De la bréfeldine A (Sigma) (10 pg/mL) est ensuite ajoutée
dans chaque tube pour une étape d’incubation de 4 heures a 37°C 5 % COa». Le sang est alors
incubé avec 10 mL de chlorure d’ammonium pendant 10 minutes a température ambiante pour

lyser les globules rouges. Les cellules sont lavées avec du DPBS 1x avant immunomarquage.

Immunomarquage et cytométrie

Les cellules sont incubées avec une solution de Live Dead Aqua Blue (Thermo Fisher
Scientific) selon les recommandations du fournisseur. Les cellules sont lavées et incubées avec
une solution de DPBS / BSA 1 % / FcR Blocking (Milteniy) pendant 15 minutes a 4°C. Les
cellules sont incubées avec les mix d’anticorps décrits ci-dessous pendant 20 minutes a 4°C.
Un mix d’anticorps est utilisé pour suivre les cellules de I'immunité adaptative (Tableau 1)
(Figure 40) et ’autre pour suivre les cellules de I’'immunité innée (Tableau 2) (Figure 41).

Les concentrations d’anticorps utilisées suivent les recommandations du fournisseur.
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Immunité innée

Immunité adaptative

Marqueur | Fluorochrome Fournisseur
CD14

CD15 BV510

CD19

CD3 APC-Cy7 L

BD Biosciences

TCRVY9 FITC

CD4 PE

CDA45RA PE-CF594

CD8 BV605

Marqueur | Fluorochrome Fournisseur
CD3
D14 BV510
CD15
CD19 L
BD Biosciences
CD56 BV605
CD11c PerCP-Cy5.5
HLA-DR APC-Cy7
CD16 PE-CF594
BDCA-1 PE-Cy7
BDCA-2 Ozyme
BV421
BDCA-3

Tableau 1 : Panels d’anticorps utilisés pour le marquage de surface des populations immunitaires
adaptatives (gauche) et innées (droite).

Les cellules sont lavées puis fixées avec du paraformaldéhyde 4 % pendant 20 minutes a

température ambiante. Apres fixation, les cellules sont resuspendues dans du DPBS 1x et

conservées a 4°C sur la nuit. Les cellules sont ensuite resuspendues dans un tampon de

perméabilisation, composé de PBS / BSA 1 % et saponine 0.05 % (Sigma), puis marquées avec

les mix d’anticorps décrits ci-dessous. Les concentrations d’anticorps utilisées suivent les

recommandations du fournisseur.

Immunité innée

Immunité adaptative
Marqueur | Fluorochrome Fournisseur
IFN-y Bv421
IL-17A PerCP-Cy5.5
IL-2 PE-Cy7 BD Biosciences
IL-21 APC
TNF-a AF700

Marqueur | Fluorochrome Fournisseur
IFN-y BV786
TNF-a AF700 BD Biosciences
IL-12 PE
MIP-1a APC
IFN-a FITC Milteniy

Tableau 2 : Panels d’anticorps utilisés pour le marquage intracellulaire des populations immunitaires

adaptatives (gauche) et innées (droite).

Les cellules sont ensuite lavées avec du DPBS 1x et le marquage est analysé a 1’aide d’un

cytometre LSR Fortessa X-20 (BD Biosciences). Des tubes de compensation ont été préparés




pour chaque fluorochrome a I’aide de billes de compensation (BD Biosciences), pour créer la
matrice de compensation. Les données ont été traitées avec le logiciel FlowJo et la stratégie
d’analyse hiérarchique des populations cellulaires réalisée a 1’aide d’un contréle FMO

(Fluorescence Minus One).

2.3. Résultats

Dans un premier temps, nous avons vérifié¢ qu’il n’y avait pas de différences significatives dans
I’age moyen de chaque catégorie d’individus (HD pour donneur sain, AC pour porteur
asymptomatique et HAM/TSP) (Figure 38). Une élévation de la charge provirale chez les
patients HAM/TSP est observée en comparaison de porteurs asymptomatiques (Figure 39), ce
qui a déja été observé dans plusieurs autres études (Pour revue : Bangham et al., 2015), et

permet de valider notre cohorte.
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Figure 38 : Age des individus recrutés pour chaque catégorie clinique (HD pour donneur sain, AC pour
porteur asymptomatique et HAM/TSP). Le test statistique correspond a un test de Kruskal-Wallis (ns =
non significatif).
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Figure 39 : Mesure de la charge provirale des individus infectés symptomatiques et asymptomatiques.
L’échelle correspond au nombre de cellules infectées pour 100 000 PBMCs. Le test statistique
correspond a un test de Mann-Whitney (*P-valeur < 0.05).

Les populations immunitaires prises en compte dans cette étude sont divisées en deux groupes
et les marquages immunitaires pour les séparer sont indiqués ci-apres. Ces diverses populations
sont intégrées dans la mise en place ou le déroulement d’une réponse Th1, qui certes contribue
a la lutte des infections intracellulaires, mais a aussi été associée au développement
d’inflammations chroniques (Pour revue : Cosmi et al., 2014), et proposée comme un élément
contribuant au développement de ’'HAM/TSP (Araya et al., 2014). Le premier groupe
représente les acteurs de I’immunité adaptative et comprend spécifiquement les lymphocytes
Tyd (Lin-CD3+yVI9TCR+), lymphocytes T CD4+ naifs (Lin-CD3+CD4+CD45RA+),
lymphocytes T CD4+ mémoires (Lin-CD3+CD4+CD45RA-), lymphocytes T CD8+ naifs (Lin-
CD3+CD8+CD45RA+), lymphocytes T CD8+ mémoires (Lin-CD3+CD8+CD45RA-), le
marqueur de lignage (Lin) correspondant a la combinaison de CD14 CD15 et CD19 (Figure
40).
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Figure 40 : Stratégie d’analyse hiérarchique des différentes populations cellulaires de I'immunité
adaptative par cytométrie. Les cellules du sang total sont initialement triées pour enlever les débris, les
doublets de cellules et les cellules mortes. Les lymphocytes T correspondent aux cellules Lin- (CD14-
CD15-CD19-) CD3+. L’expression de YVOTCR permet d’isoler les lymphocytes Tyd a I’intérieur de
cette population. Les populations lymphocytaires T CD4+ et T CD8+ ont été isolées a partir des
marqueurs CD4 et CD8, respectivement, le marqueur CD45RA permettant de distinguer les
lymphocytes T naifs des lymphocytes T mémoires (CD45RA négatif et CD45RA positifs
respectivement). [.’analyse des données de cytométrie a été réalisée a I’aide du logiciel FlowJo.

Le deuxiéme groupe représente les acteurs de I’immunité innée et comprend les lymphocytes
NK (Lin-HLA-DR-CD56+), eux méme divisés en deux groupes en fonction de I’expression de
CD16, les cellules dendritiques conventionnelles 1 ou cDC1 (Lin-HLA-DR+CDI11c+BDCA-
3+), les cellules dendritiques conventionnelles 2 ou cDC2 (Lin-HLA-DR+CD11c+BDCA-1+)
et les cellules dendritiques plasmacytoides ou pDC (Lin-HLA-DR+CD11c-BDCA-2+) (Figure
41), le marqueur de lignage (Lin) correspondant a la combinaison de CD3 CD14 CD15 et
CD19.
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Figure 41 : Stratégie d’analyse hiérarchique de différentes populations cellulaires de I'immunité innée
par cytométrie. Les cellules du sang total sont initialement triées pour enlever les débris, les doublets de
cellules et les cellules mortes. Les lymphocytes NK correspondent aux cellules Lin- (CD3-CD14-CD15-
CD19-) HLA-DR-. Les lymphocytes NK sont ensuite divisés en deux populations (CD56+CD16+ et
CD56+CD16-). Les cellules Lin-HLA-DR+ permettent de distinguer les pDCs (BDCA-2+CDl11c-), les
cDC1 (BDCA-3+CDl11c+) et les cDC2 (BDCA-1+CD11c+). L analyse des données de cytométrie a €té
réalisée a I’aide du logiciel FlowJo.

Dans un premier temps, nous avons déterminé s’il y avait des différences dans la fréquence de
ces différentes populations immunitaires entre les trois catégories d’individus. Nous avons ainsi
observé qu’il y a une augmentation statistique de la fréquence de lymphocytes T CD4+ et CD8+
mémoires circulants chez les patients HAM/TSP par rapport aux donneurs sains, tandis qu’il
n’y a pas de différences entre les porteurs asymptomatiques et les donneurs sains (Figure 42).
Une étude antérieure a observé qu’il y avait une corrélation entre le nombre absolu de
lymphocytes T CD4+ ou T CD8+ mémoires circulants et la charge provirale chez les individus
infectés (Yasunaga Ji et al., 2001). Ainsi, notre résultat semble pertinent puisque la charge
provirale des patients HAM/TSP est plus élevée que celle des porteurs asymptomatiques
(Figure 39). Aucune différence statistique n’a cependant été observée pour les autres

populations immunitaires (Figure 42).
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Figure 42 : Fréquence des populations immunitaires circulantes. La valeur de 1’échelle des ordonnées
correspond au pourcentage de chaque population immunitaire parmi les cellules vivantes (voir stratégie
de séparation en figures 3 ou 4), pour les trois groupes cliniques (HD pour donneur sain, AC pour porteur
asymptomatique et HAM/TSP). Le test statistique correspond a un test de Kruskal-Wallis (*P-valeur <
0.05).

Dans un second temps, nous avons voulu déterminer 1’état de sensibilité de ces populations
immunitaires a une stimulation exogene. Le sang des individus a été stimulé avec de la PHA,

du PMA/Ionomycine ou du R848 et le processus de sécrétion des cytokines bloqué par I’ajout
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de bréfeldine A, ce qui nous permet de déterminer les niveaux intracellulaires de plusieurs
cytokines produites par chacune des cellules immunitaires. Les valeurs obtenues sont exprimées
selon la fréquence de cellules positives pour I’expression d’une cytokine spécifique, avec ou
sans stimulation, pour les trois groupes cliniques (Tableau 3). Nous nous focaliserons ici sur
les différences qui apparaissent comme significatives pour une population immunitaire donnée.
Les niveaux d’expression d’IL-12 et de TNF-a par les cDC1 et les NK CD56+CD16+ sont les
seuls a varier entre les trois groupes cliniques (HD, AC et HAM/TSP) dans 1’analyse centrée
sur la réponse innée (Figure 43) (Tableau 3). Nous observons dans un premier temps que les
c¢DCI1 de tous les groupes cliniques sont capables de répondre a une stimulation avec du R848,
de facon dose-dépendante (Figure 43A et 43B). La fréquence de cDC1 exprimant de I’IL-12 a
I’état basal est réduite chez les porteurs asymptomatiques par rapport aux individus sains
(Figure 43A). De maniere intéressante, les cDC1 des patients HAM/TSP peuvent étre séparées
en deux groupes, dont I’un exprimant fortement I’IL-12 a 1’état basal (Figure 43A, encadré).
L’expression de I'IL-12 par les ¢cDCI1 des individus infectés semble plus faible (bien que
statistiquement non différente) que celle des individus sains lors d’une stimulation avec la dose
minimale de R848 (1 ug/mL) (Figure 43A). En revanche, cette différence de réponse est perdue
lorsque la dose de R848 est plus forte (10 pg/mL), ce qui suggere un défaut de sensibilité, mais
pas un défaut général d’activation, lorsque la stimulation est saturante. On note aussi une
diminution de la sensibilité des cDC1 pour la production de TNF-a apres une stimulation avec
la dose minimale de R848 (1 pg/mL) chez les patients HAM/TSP en comparaison des porteurs
asymptomatiques (Figure 43B). La production de TNF-a par les cellules NK CD56+CD16+
n’est pas modifiée par une stimulation avec du R848, quels que soient la dose utilisée et le
groupe analysé (Figure 43C). Cependant, la fréquence de cellules NK CD56+CD16+ positifs
pour I’expression du TNF-a est plus élevée, pour toutes les conditions, chez les porteurs
asymptomatiques en comparaison des donneurs sains (Figure 43C), avec notamment une

différence statistique pour la dose maximale de R848 (10 pg/mL) (Figure 43C).
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Figure 43 : Expression d’IL-12 et de TNF-a par les cellules cDC1 et NK. La fréquence des cellules
cDCI1 positives pour I’expression de I'IL-12 (A) et du TNF-a (B) et des cellules NK CD56+CD16+
positives pour I’expression de TNF-a (C) est évaluée pour les trois groupes cliniques (HD pour donneur
sain, AC pour porteur asymptomatique et HAM/TSP), avec ou sans stimulation au R848 (1x = 1 pg/mL
et 10x = 10 pg/mL). Le test statistique correspond a un test de Kruskal-Wallis (*P-valeur < 0.05, ***P-
valeur < 0.005).

La production d’IL-2 par les lymphocytes Tyo est inductible par une stimulation avec de la
PHA ou du PMA/Ionomycine chez les individus sains et porteurs asymptomatiques (Figure
44A, en vert et orange). En revanche, cette induction n’est pas observée pour les lymphocytes
Tyo des patients HAM/TSP (Figure 44A, en rouge). De plus, les lymphocytes Tyd des patients
HAM/TSP produisent des niveaux statistiquement plus élevés d’IL-2 a 1’état basal, en
comparaison de ceux des donneurs sains (Figure 44A). Ainsi, soit I’infection par HTLV-1
inhibe la capacité de ces cellules a produire de I’IL-2 apres stimulation, soit 1’expression de

I’IL-2 est déja maximale a 1’état basal et ne peut étre accentuée. L.’expression d’IFN-y par les
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lymphocytes Tyo est induite pour les trois groupes apres une stimulation avec de la PHA ou du
PMA/Ionomycine (Figure 44B), ce qui suggere que I’infection par HTLV-1 ne modifie pas la
capacité des lymphocytes Tyd a produire de I’IFN-y apres stimulation. En revanche, la
fréquence de lymphocytes Tyo exprimant de I’IFN-y est statistiquement plus élevée chez les

patients HAM/TSP par rapport aux donneurs sains, a I’état basal (Figure 44B).
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Figure 44 : Expression d’IL-2 et d’IFN-y par les lymphocytes Tyd. La fréquence des lymphocytes Tyo
positifs pour I’expression de I’IL-2 (A) et de I'l[FN-y (B) a I’état basal ou apres stimulation a la PHA ou
au PMA/Ionomycine (noté P/I) est évaluée pour les trois groupes cliniques (HD pour donneur sain, AC
pour porteur asymptomatique et HAM/TSP). Le test statistique correspond a un test de Kruskal-Wallis

En dehors des lymphocytes Tyd, nous avons également observé une diminution de la fréquence
des lymphocytes T CD8+ mémoires exprimant I’IL-17A chez les patients HAM/TSP apres
stimulation a la PHA ou au PMA/lonomycine et chez les porteurs asymptomatiques apres
stimulation au PMA/Ionomycine, par rapport aux donneurs sains (Figure 45A). Il y a également
une fréquence réduite de lymphocytes T CD4+ mémoires exprimant I’IL-17A apres stimulation

au PMA/Ionomycine chez les porteurs asymptomatiques par rapport aux donneurs sains

(Figure 45B).

Pour repositionner la place des pDCs dans le développement de ’HAM/TSP, nous avons plus
particulierement étudié la fonctionnalité des pDCs dans notre cohorte. Notre étude n’a montré

aucune différence, d’une part dans la fréquence des pDCs (Figure 42), et d’autre part dans la
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capacité de ces cellules a sécréter de I’IFN-a en absence ou en présence d’une stimulation au

R848 (Figure 46) entre les trois groupes cliniques (HD, AC et HAM/TSP).
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Figure 45 : Expression d’IL-17A par les lymphocytes T CD4+ et CD8+ mémoires. La fréquence des
lymphocytes T CD8+ mémoires (A) et des lymphocytes T CD4+ mémoires (B) positifs pour
I’expression de I'[L-17A a I’état basal et apres stimulation a la PHA ou au PMA/Ionomycine (noté P/I)
est évaluée pour les trois groupes cliniques (HD pour donneur sain, AC pour porteur asymptomatique
et HAM/TSP). Le test statistique correspond a un test de Kruskal-Wallis (¥*P-valeur < 0.05, **P-valeur
<0.01).
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Figure 46 : Expression de I'[FN-a par les pDCs. La fréquence des pDCs positives pour I’expression de
I’'IFN-a a I’ état basal ou apres stimulation au R848 (1x =1 pg/mL et 10x = 10 pg/mL) est évaluée pour
les trois groupes cliniques (HD pour donneur sain, AC pour porteur asymptomatique et HAM/TSP).
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LT vy LT CD8+ naifs LT CD8+ mémoires LT CD4+ naifs LT CD4+ mémoires
IFN-y+ | IL-2+ | TNF-o+ | IFN-y+ | IL-2+ | TNF-a+| IFN-y+ | IL-2+ | TNF-o+ | IL-17A | IL-21 | IFN-y+ | IL-2+ | TNF-a+ | IFN-y+ | IL-2+ | TNF-o+ | IL-17A | IL-21
HD 1,062 | 1,934 | 4,258 | 0,403 | 0,148 | 0,566 | 1,428 | 0,879 | 1,225 | 0,323 | 2,959 | 0,290 | 0,133 | 0,385 | 0,326 | 0,366 | 1,069 | 0,003 | 1,649
Non stimulé AC 1,303 | 2,977 | 5,398 | 0,431 | 0,201 | 0,890 | 0,437 | 0,581 | 1,573 | 0,458 | 1,208 | 0,257 | 0,180 | 0,587 | 0,303 | 0,366 | 1,835 | 0,003 | 0,963
HAM/TSP | 2,305 8,813 | 0,643 | 0,277 | 0,920 | 0,342 | 0,743 | 0,728 | 0,046 | 1,527 | 0,256 | 0,163 | 0,388 [ 0,270 | 0,378 | 1,039 | 0,004 | 1,268
HD 15,623 | 3,385 | 21,186 | 23,981 | 1,042 | 21,738 | 19,351 | 4,493 | 15,498 | 0,792 | 4,945 | 3,865 | 1,422 | 6,812 | 6,434 | 3,940 | 12,263 | 0,047 | 2,357
PHA AC 17,234 | 5,130 | 29,446 | 25,853 | 0,867 | 23,025 | 30,347 | 3,582 | 24,311 | 0,163 | 2,600 | 4,765 | 1,181 | 7,763 | 7,134 | 2,995 | 12,757 | 0,032 | 1,681
HAM/TSP | 14,145 | 6,633 | 26,764 | 29,965 | 0,775 | 20,614 | 26,115 | 3,367 | 14,797 2,509 | 5,124 | 1,338 | 7,166 | 6,424 | 2,940 | 10,163 | 0,033 | 1,738
HD 53,718 | 5,431 | 25,011 | 48,777 | 8,093 | 22,959 | 52,755 | 26,527 26,974 5,360 | 14,753 | 34,518 | 17,695 | 29,633 | 57,220 | 50,476 | 0,820 | 12,359
PMA/lonomycine AC 47,247 | 4,421 | 30,281 | 51,324 | 5,887 | 27,521 | 61,497 | 18,861 | 33,143 5,011 | 12,525 | 27,529 | 19,609 | 23,725 | 47,349 46,538H 9,888
HAM/TSP | 47,327 | 7,009 | 29,124 | 61,961 | 8,798 | 32,375 | 64,105 | 23,613 | 32,235 7,123 | 17,128 | 32,865 | 21,271 | 24,059 | 51,713 | 48,277 | 0,558 | 15,441
cDC1 cDC2 pDC NK CD56+CD16+ | NK CD56+CD16-
IL-12+ | TNF-a+ [ IL-12+ | TNF-a+ |[MIP-1o+| IFN-o+ | TNF-a+ | IFN-y+ | TNF-a+| IFN-y+ | TNF-a+
HD 12,66 6,00 8,57 10,68 0,73 0,14 7,55 0,08 3,41 0,62 3,82
Non stimulé AC 5,30 6,07 8,14 12,72 1,13 0,17 8,74 0,08 10,02 0,71 7,08
HAM/TSP [ 24,00 7,72 15,06 | 12,02 1,01 0,15 9,27 0,21 4,49 1,13 5,64
HD 39,97 | 30,36 | 83,03 | 80,22 | 6,10 | 43,11 | 65,67 | 2,98 | 430 | 1753 | 7,20
R848 1 pg/mL AC 25,41 | 32,28 | 76,13 | 76,36 9,78 45,69 | 69,40 3,88 7,50 12,43 7,38
HAM/TSP | 32,79 | 21,30 | 73,05 | 68,90 5,29 35,83 | 64,44 3,15 4,46 14,75 6,73
HD 86,40 | 71,88 | 96,66 | 95,84 | 10,29 | 50,41 | 66,52 | 4,27 | 3,45 | 19,29 | 6,33
R848 10 pg/mL AC 8898 | 82,34 [ 95,43 | 95,81 | 10,51 | 54,86 | 69,50 4,32 7,07 15,13 6,77
HAM/TSP | 91,59 | 77,34 | 97,08 | 97,02 | 13,33 | 51,03 | 68,13 5,07 4,92 21,01 8,02

Tableau 3 : Sécrétions cytokiniques par les cellules immunitaires a I’état basal ou apres stimulation.
Les valeurs indiquées correspondent a la fréquence moyenne du nombre de cellules qui sécretent une
cytokine donnée (entrée verticale), en fonction des stimulations et du groupe clinique (entrée
horizontale). Les cases bleues (*), vertes (**) et oranges (***) correspondent a des différences
statistiques pour une stimulation, une population immunitaire et une cytokine donnée, entre les trois
groupes cliniques (HD pour donneur sain, AC pour porteur asymptomatique et HAM/TSP). Le test
statistique correspond a un test de Kruskal-Wallis (¥*P-valeur < 0.05, **P-valeur < 0.01, ***P-valeur

<0.005).




2.4. Conclusion

A partir des échantillons d’individus sains, porteurs asymptomatiques et HAM/TSP, nous avons
dans un premier temps observé une élévation de la charge provirale chez les patients HAM/TSP
par rapport aux porteurs asymptomatiques ainsi qu’une fréquence plus élevée de lymphocytes
T CD4+ mémoires et T CD8+ mémoires chez les patients HAM/TSP par rapport aux donneurs
sains, résultats conformes aux études antérieures et qui valident notre cohorte. En revanche, les
altérations de la réponse immunitaire sont marginales et semblent surtout cibler des populations
rares, telles que les cellules myéloides cDC1 ou les lymphocytes Tyo, pour lesquelles des
altérations de la production cytokinique sont visibles chez les patients. Aucune différence n’a
été observée dans la fréquence ou la sensibilité des pDCs a induire une production d’IFN-a
apres une stimulation au R848 entre les trois groupes d’individus. Les perspectives directes de
cette étude sont de poursuivre I’analyse des données de cytométrie, en vérifiant s’il y a des
différences dans le pourcentage de ces cellules a sécréter plusieurs cytokines en méme temps,
ou bien des différences, non pas dans le pourcentage de cellules positives pour 1’expression
d’une cytokine, mais dans I’intensité de fluorescence moyenne, ce qui serait associ¢ a des
variations dans leurs niveaux d’expression. Enfin, nous envisageons de déterminer si des
corrélations existent entre les différents parametres analysables (fréquence, production de

cytokine a I’état basal ou apres stimulation, charge provirale, age, sexe).
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DISCUSSION
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1. Activation des pDCs par les cellules infectées par HTLV-1

Nos résultats mettent en avant que 1’activation efficace de la pDC par HTLV-1 requiert un
contact cellule-cellule, ce qui a également été observé pour d’autres virus (Pour revue : Assil et
al., 2015). En effet, en présence d’une membrane semi-perméable, le virus libre produit au
moment de la coculture ne suffit pas a induire la production d’IFN-I par la pDC. Nous ne
remettons pas ici en question les travaux précédents qui ont montré que les particules virales
libres de HTLV-1 sont capables d’induire une production d’IFN-a (Colisson et al., 2010). En
effet, il faut noter que dans cette ¢tude, I’élément viral correspond a des particules virales qui
ont été purifiées a partir d’une culture sur la nuit de cellules infectées par HTLV-1 (MT-2), ce
qui permet notamment d’avoir, au moment de la coculture avec des pDCs, une concentration
élevée de particules virales, au contraire de notre systeme expérimental qui nécessite la
production de novo de particules virales a partir des cellules infectées. De plus, la production
d’IFN-a induite par le surnageant de culture des cellules MT-2, et mesurée a 1’aide d’un test
ELISA, est d’environ 1 000 pg/mL lors d’une culture avec 100 000 pDCs (Colisson et al.,
2010), ce qui correspond a une valeur d’environ 5 000 U/mL apres conversion. Cette valeur
reste cependant entre 10 et 100 fois inférieure au niveau d’IFN-I produit apres coculture de
cellules MT-2 avec 100 000 pDCs au ratio 1:1 entre nos mains, confirmant ainsi I’importance
de D’établissement d’un contact cellule-cellule pour induire une réponse IFN-I élevée et
probablement efficace pour la mise en place d’une réponse immunitaire adéquate. De plus, il a
été suggéré que 1’activation de la pDC par une cellule infectée favoriserait la mise en place
d’une réponse IFN-I localisée aux sites d’infection, ce qui éviterait notamment une réponse
inflammatoire systémique (Pour revue : Webster et al., 2016). L’activation des pDCs par le
biais d’un contact cellulaire s’intégre efficacement dans le modele de I’infection par HTLV-1,
principalement véhiculé par un contact cellulaire (Pour revue : Pique and Jones, 2012 ; Pour
revue : Gross and Thoma-Kress, 2016). De plus, il est plus probable que ce soient les cellules
infectées par HTLV-1, plutdt que le virus libre, qui activent les pDCs in vivo, puisque tres peu

de particules virales sont détectées dans le sang des individus infectés (Demontis et al., 2015).

Nous avons mis en évidence que le biofilm viral, une structure récemment décrite comme
contribuant a la transmission du virus HTLV-1 entre une cellule infectée et une cellule non
infectée (Pais-Correia et al., 2010 ; Alais et al., 2015), était capable d’induire la production
d’IFN-I, puisque I’exposition des pDCs a cette structure est suffisante pour déclencher leur

activation. De plus, la déplétion enzymatique de cette structure a la surface de la membrane
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plasmique de la cellule infectée renforce son importance dans 1’activation des pDCs. L’ajout
d’héparine au moment de la coculture potentialise 1’induction de la réponse IFN-I a la fois par
le biofilm viral isolé et par les cellules C91-PL. Cette observation est couplée avec une
augmentation du nombre de conjugués « cellule infectée — pDC ». Nous ne pouvons pas
mesurer les conjugués « biofilm viral-pDCs », mais il est également possible que 1’héparine
favorise 1I’adhésion du biofilm viral sur les pDCs. Pour autant, I’héparine n’affecte ni la capacité
infectieuse des cellules infectées par HTLV-1, ni celle du biofilm viral. Cette observation est
¢tonnante puisque 1’héparine est capable d’inhiber le potentiel infectieux de plusieurs virus
(Cerqueira et al., 2013 ; Rider et al., 1994 ; Walker et al., 2002 ; Lin et al., 2002). En effet,
I’héparine est capable de se fixer sur les glycoprotéines virales, limitant ainsi 1’interaction de
ces dernicres avec leurs récepteurs, mais aussi 1’attachement des virus aux héparanes sulfates
présents a la membrane plasmique (Pour revue : Germi et al., 2001). Les HSPGs étant
impliquées dans 1’attachement des particules virales de HTLV-1 a la surface des lymphocytes,
nous nous attendions a observer une diminution de I’infection en présence d’héparine, d’autant
que I’inhibition de la fixation de particules virales de HTLV-1 sur des lymphocytes en présence
d’héparine soluble a déja été observée (Jones et al., 2005). Au contraire, une autre étude a mis
en évidence que I’héparine était capable d’interagir avec NRP-1 (Vander Kooi et al., 2007).
Cette interaction pourrait notamment contribuer a 1’amélioration de la réponse IFN-I de la pDC
stimulée avec des cellules infectées ou du biofilm viral en présence d’héparine, puisque
I’héparine serait potentiellement capable de ponter les glycoprotéines de la matrice
extracellulaire présentes a la surface des cellules infectées ou contenues dans le biofilm viral
avec NRP-1 (également connu sous le nom de BDCA-4), ce dernier étant exprimé de maniere

importante et constitutive a la surface des pDCs (Dzionek et al., 2001) (Figure 2A de I’article).

Le mécanisme d’entrée du virus HTLV-1 dans la pDC reste cependant intrigant, puisque la
production d’IFN-I par la pDC est atténuée apres la compétition des récepteurs GLUT-1 et
NRP-1 avec du RBD, mais que I'utilisation du VEGF (qui cible spécifiquement NRP-1) est
sans effet. Ceci suggere que NRP-1 n’est pas requis dans le processus d’entrée virale lors d’un
contact cellulaire. Si une étude a montré que NRP-1 est impliqué dans la transmission de
HTLV-1 depuis une pDC vers un lymphocyte T (Jones et al., 2008), notre systeme expérimental
est cependant inversé, avec une transmission virale d’un lymphocyte T vers la pDC, ce qui
releve la possibilité de mécanismes ou de I’utilisation de récepteurs différentiels. De plus,
I’importance des protéines NRP-1 et GLUT-1 dans I’entrée de HTLV-1 semble dépendante de

la nature de la cellule cible. En effet, une étude a mis en évidence que la compétition de
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NRP-1 avec du VEGF n’inhibe pas I’entrée de particules virales pseudotypées avec la protéine
d’enveloppe de HTLV-1 dans des cellules HeLa, tandis que I’'utilisation d’un anticorps dirigé
contre GLUT-1 inhibe cette entrée (Jin et al., 2010). Au contraire, pour une lignée de
glioblastomes humains, les cellules U87, la méme étude observe que GLUT-1 n’est pas
essentiel, au contraire de NRP-1, dans I’entrée de ces mémes particules virales (Jin et al., 2010).
Ceci suggere une utilisation différentielle de NRP-1 pour I’entrée virale en fonction des
populations cellulaires. Ceci nous conduit a notre premiere hypothese pour expliquer I’absence
d’effet de VEGF, a savoir que NRP-1 n’est pas important pour I’entrée du virus dans la pDC,
soit parce qu’un ou plusieurs autres récepteurs sont importants pour 1’entrée de HTLV-1 dans
la pDC, soit parce que le contact cellule-cellule suffit a contourner la nécessité de fixation de la
particule de HTLV-1 aux HSPGs et NRP-1, en favorisant directement le rapprochement entre
HTLV-1 et GLUT-1 (Figure 47A). Il y a notamment une présence concomitante de NRP-1 et
de GLUT-1 au site de contact entre une cellule infectée par HTLV-1 et une cellule non infectée
(Ghez et al., 2006). Si GLUT-1 est principalement exprimé a la surface des cellules cibles,
NRP-1 est exprimée a la surface des deux cellules (Ghez et al., 2006). Au vu des capacités des
protéines d’enveloppe a interagir avec NRP-1, il est aussi possible que ’entrée virale fasse
intervenir les molécules NRP-1, non pas a la surface de la cellule cible, mais a la surface de la
cellule infectée (Figure 47B). Dans ce mode¢le, I’addition de VEGF n’aurait pas d’effet car
HTLV-1 serait déja complexé a NRP-1 a la surface de la cellule infectée. Enfin, comme discuté
précédemment, I’héparine est capable d’interagir avec NRP-1 (Vander Kooi et al., 2007). Cette
interaction se fait notamment au niveau du domaine b de NRP-1 et n’empéche pas I’interaction
de VEGF avec NRP-1, qui au contraire est méme potentialisée en présence d’héparine (Vander
Kooi et al., 2007). L’héparine physiologiquement présente dans la matrice extracellulaire des
cellules infectées et a la surface des glycoprotéines virales pourrait favoriser ’interaction
indirecte des particules virales de HTLV-1 a NRP-1, qui ne serait pas inhibé en présence de
VEGEF (Figure 47C). Les trois modeles proposés ci-dessus ne sont pas mutuellement exclusifs
et pourraient représenter la transmission du virus HTLV-1 lors d’un contact cellule-cellule pour
d’autres cellules cibles que la pDC. Pour mettre en évidence avec certitude la pertinence de
NRP-1 dans I’entrée du virus HTLV-1 dans les pDCs, il serait intéressant de réduire son
expression dans la pDCs (siARN, CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeats)) ou de bloquer son interaction potentielle a I’héparine.
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A héparine °

Figure 47 : Mod¢les hypothétiques de I’implication de NRP-1 pour I’entrée du virus dans la pDC. A)
NRP-1 n’est pas essentiel a I’entrée du virus dans la pDC apres transmission par un contact cellulaire.
Le contact cellulaire peut faciliter I’interaction du virus en surface directement avec GLUT-1. Un ou
plusieurs récepteurs autres que NRP-1, et non identifiés, peuvent également intervenir dans I’entrée du
virus HTLV-1 dans la pDC. B) Le virus a la surface de la cellule infectée peut s’associer aux molécules
NRP-1 qui sont exprimées par la cellule infectée, ce qui permet son rapprochement avec GLUT-1 au
niveau du site de contact cellule-cellule. C) L héparine présente a la surface de la cellule infectée, au
sein de la matrice extracellulaire, et qui s’associe aux glycoprotéines virales de HTLV-1 peut
directement s’associer aux molécules NRP-1 a la surface de la pDC, permettant le rapprochement du
virus avec GLUT-1.
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2. Vers une différence entre HTLV-1 et HTLV-2 dans ’activation des pDCs ?

Notre étude s’est focalisée sur 1’utilisation de 5 lignées chroniquement infectées par HTLV-1
et HTLV-2 (C91-PL, Hut102, MT-2 pour HTLV-1 et C19, MO pour HTLV-2) pour déterminer
si des divergences existaient entre la capacité des virus a induire la production d’IFN-I par les
pDC:s. Si toutes les cellules sont capables d’induire cette production, la lignée C19 induit une
moindre production d’IFN-I par rapport aux autres cellules, et ce méme lorsque des ratios de
cellules plus élevés sont utilisés. La lignée C19 n’est pourtant pas déficiente dans la production
d’ARN viral, par rapport a la lignée C91-PL et I’ARN viral produit par la lignée C19 est aussi
reconnu par la pDC pour induire une réponse IFN-I, a travers la signalisation dépendante de
TLR-7. De plus, les cellules C19, qui forment un nombre de conjugués avec les pDCs similaire
a ce qui est obtenu avec les cellules C91-PL, sont également capables d’infecter des
lymphocytes T, et utilisent les mémes récepteurs pour I’entrée virale au niveau de la pDC. La
lignée C19 est capable d’induire une activation des pDCs au méme titre que les autres lignées,
via I’expression a la surface de celles-ci des protéines TRAIL, CD40, CD86 ou HLA-DR, ce
qui suggere que I’inhibition de la production d’IFN-I n’est pas liée a un défaut d’activation
global de la pDC. Il est également intéressant de noter que 1’expression de CD86 parait plus
importante apres la stimulation des pDCs par les cellules infectées par HTLV-2 (C19 et MO)
par rapport a ce qui est observé apres leur stimulation par les cellules infectées par HTLV-1
(C91-PL, Hut102, MT-2), indépendamment de la lignée. Ceci n’est pas sans rappeler une
observation similaire dans une étude qui comparait les virus HIV-1 et HIV-2 pour leur capacité
a stimuler les pDCs (Royle et al., 2014). Apres reconnaissance de HIV-1, les pDCs développent
majoritairement un phénotype IFN-a+ CD86-, tandis qu’apres reconnaissance de HIV-2, les
pDCs développent majoritairement un phénotype IFN-a- CD86+. Si les deux virus sont
pathogenes, la progression vers le stade SIDA est plus lente suite une infection par HIV-2. Il a
ainsi €té suggéré par cette étude que ’induction différentielle des pDCs par HIV-1 ou HIV-2
pouvait contribuer au modelage du phénotype immunitaire au cours de I’infection. De plus,
pour des concentrations de virus comparables, I’infection de PBMCs par HIV-1 induit une
production d’IFN-a plus importante et plus précoce, par rapport a HIV-2, tandis que la
production d’autres cytokines, telles que 1’IL-8, le TNF-a et I'IL-1f reste inchangée (Royle et
al., 2014), ce qui démontre que le virus HIV-2 est néanmoins capable d’induire une réponse
cytokinique. Il serait intéressant de vérifier si la production de cytokines autres que I’IFN-I,
telles que le TNF-a ou I’IL-6, est similaire ou différente entres les différentes lignées infectées

par HTLV-1 et HTLV-2, apres coculture avec les pDCs. Puisque les deux lignées infectées par
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HTLV-2 (C19 et MO) sont celles qui induisent le plus I’expression de CD86 a la surface des
pDCs (Figure 35C) et sont celles qui induisent le moins la production d’IFN-I par les pDCs,
en comparaison des trois lignées infectées par HTLV-1 (Figure SA de Darticle), nous
proposons qu’HTLV-2 induit préférentiellement la maturation des pDCs au contraire de HTLV-
1, qui induit préférentiellement la production d’IFN-I par ces cellules (Figure 48), suggérant
ainsi la possibilité d’une fonctionnalité différente des pDCs in vivo dans le contrdle de

I’infection par HTLV-1 ou -2.
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Figure 48 : Activation différentielle des pDCs par les cellules infectées par HTLV-1 et HTLV-2. Les
deux virus induisent la production d’IFN-I apres activation de la signalisation TLR-7 et I’expression de
plusieurs protéines a la surface des pDCs. L’expression de TRAIL, CD40 et HLA-DR est induite a des
niveaux similaires par les deux virus. Si HTLV-1 induit principalement la production d’IFN-I,
HTLV-2 induit principalement la maturation des pDCs, via une expression accrue de CD86 en surface.

3. L’antigéne TF au cceur de la régulation de la réponse IFN-I ?

Nous avons corrélé la capacité des cellules infectées par HTLV-1 et HTLV-2 a induire une
réponse IFN-I par la pDC avec I’expression de I’antigene TF a la surface de la cellule infectée.
L’antigéne TF correspond a une structure glycosylée de type Gal(B1-3)GalNAc, une des
modifications les plus couramment retrouvées dans les carcinomes. En effet, les cellules
cancéreuses sont tres souvent caractérisées par des protéines membranaires avec des motifs de
glycosylation aberrants (Pour revue : Christiansen et al., 2014). Ces modifications du glycome

peuvent faciliter I’agrégation des cellules cancéreuses entre elles mais également favoriser la
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progression tumorale voire I’avancée en métastase. L.’antigéne TF peut notamment interagir
avec d’autres protéines, comme des galectines, ce qui favorise le développement tumoral (Pour
revue : Sindrewicz et al., 2016). Dans les structures normales, I’antigéne TF est masqué par
d’autres résidus glycosylés formant des structures complexes ou peut étre modifié par
sialylation, sulfatation ou fucosylation (Pour revue : Sindrewicz et al., 2016). En absence de ces
structures secondaires, le disaccharide Gal(B1-3)GalNAc peut fixer la lectine PNA. C’est
fréquemment une expression altérée des glycosyltransférases, comme les sialyltransférases par
exemple, qui conduit a la présence de I’antigéne TF non masqué a la surface de la cellule (Pour

revue : Sindrewicz et al., 2016) (Figure 49).

Antigéne TF masqué Antigéne TF non masqué

B(1-3) p(1-3)
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sialique L )

v

Fixation du PNA possible

Figure 49 : Conformations masquée et non masquée de I’antigéne TF. L’antigéne TF est généralement
recouvert par des dérivés glycosylés, comme de I’acide sialique, a la surface des cellules. La déplétion
de cet acide sialique expose 1’antigeéne TF a la surface des cellules et la fixation de la lectine PNA sur
cet antigene TF devient possible.

Nous avons précédemment observé que la saturation de 1’antigene TF a la surface des cellules
C19 augmentait la production d’IFN-I, tandis que son exposition a la surface des cellules
C91-PL favorisait I’inhibition de la production d’IFN-1. Nous envisageons a présent d’éliminer
ce motif glycosylé des cellules C19 par un clivage enzymatique a 1’aide d’une O-glycosidase
pour valider nos résultats. En effet, le traitement a la neuraminidase, qui améliore 1’exposition
de ’antigene TF via le clivage des acides sialiques, est peu spécifique et altere probablement la
composition globale du glycome, ce qui peut étre a I’origine d’effets indésirables, comme une
diminution de 1’adhésion de la cellule infectée a la pDC, ce que nous n’avons pas vérifié. En
parallele, il est également nécessaire de vérifier que I’augmentation de la réponse IFN-I apres

saturation de I’antigéne TF par un traitement avec la lectine PNA ne modifie pas le nombre de
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conjugués entre les cellules C19 et les pDCs. Si le traitement des cellules C91-PL a la
neuraminidase réduit leur capacité a induire une réponse IFN-I, nous avons cependant observé
que ce méme traitement ne réduit pas la capacité infectieuse de ces cellules, et au contraire, tend
méme a I’augmenter (résultat non montré). Une étude précédente avait déja mis en évidence
que le traitement a la neuraminidase de particules virales libres de HTLV-1 ou de cellules
C91-PL améliore leur capacité infectieuse (Tanaka et al., 2010), ce qui conforte nos
observations et exclut une baisse de la reconnaissance du virus par ces récepteurs apres un

traitement avec de la neuraminidase.

La surface de colocalisation entre les carbohydrates et les protéines virales a la surface des
cellules infectées par HTLV-1 étant relativement faible (Pais-Correia et al., 2010), il a été
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