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RESUME EN FRANCAIS

Analyses phénotypique et fonctionnelle des cellules T CD4+ spécifiques du VIH chez les

patients contrélant spontanément I’infection a VIH

Les Controleurs du VIH sont de rares individus capables de contrdler spontanément la
réplication virale en ’absence de traitement. De nombreuses études montrent que les
Controleurs développent des réponses T antivirales remarquablement efficaces. Les cellules T
CD4+ spécifiques de Gag pourraient jouer un role particulier car cette population est

préservée en comparaison aux patients traités et corréle négativement avec la charge virale.

Afin d’étudier cette population, nous avons réalisé une analyse transcriptionnelle et protéique
multiplexée sur cellule unique, a partir de cellules T CD4+ détectées ex vivo par marquage
tétramere de CMH-II contre le peptide Gag293 (Tet+). Nous avons comparé 1’expression de
44 genes et 6 protéines membranaires chez 9 patients Controleurs et 9 patients traités. Nous
avons d’une part validé la forte fréquence de cellules T CD4+ Tet+ chez les Controleurs en
comparaison aux patients traités et, d’autre part, montré que les cellules T CD4+ Tet+ des
Controleurs, étaient activées et engagées dans une différenciation Thl avancée et présentant
un profil cytotoxique. De plus, les cellules T CD4+ Tet+ de Contrdleurs ont montré un état
d’épuisement limité, reflété par une expression faible de PD-1, qui pourrait étre 'une des

raisons du maintien de leur fréquence et de leurs fonctions.

Dans une deuxiéme étude, nous avons étudié les cellules T folliculaires « helper » (Tth) dans
la population T CD4+ spécifique de Gag chez les Contrdleurs du VIH. Les Tth jouent un rdle
essentiel dans la maturation d’affinit¢é des anticorps en aidant les cellules B. Afin de
déterminer si ce sous-type cellulaire joue un role dans le contréle de I’infection a VIH, nous
avons analysé le phénotype et la fonction des Tfh circulantes (cTth): cellules T CD4+
CD45RA- CXCR5+). Nous avons utilisé¢ un marquage tétramere de CMH-II contre le peptide
Gag293, pour détecter les cTth spécifiques du VIH (cTth Tet+), et nous avons montré que
cette population est préférentiellement maintenue chez les Controleurs du VIH. L’analyse
phénotypique de la population cTth Tet+ a montré une intensité d’expression (MFI) de PD-1
plus importante dans le groupe de patients traités, suggérant une activation immune anormale
chez ces patients. La fonction des cTfh, analysée pour leur capacité a induire la sécrétion

d’IgG en coculture avec des cellules B mémoires autologues, n’a pas montré de différences



majeures entre les groupes en terme de production d’IgG totales. Cependant, la production
d’IgG spécifiques anti-VIH est significativement plus efficace chez les Controleurs, en
particulier pour la réponse anti-Env qui est plus de 30 fois supérieure a celle des patients
traités. Enfin, la fréquence des cTth Tet+ a corrélé positivement avec la production d’IgG
spécifiques, supportant 1'idée d'un role important de la fonction Tth dans la réponse humorale

anti-VIH.

L’ensemble de ces résultats indique que la population T CD4+ spécifique de Gag supporte
chez les Controleurs les deux bras de la réponse immunitaire antivirale : d’une part, une
réponse de type cellulaire Th1 montrant un profil cytotoxique et, d’autre part, une réponse de
type humorale, reflétée par des interactions cTth/B préservées, résultant en une réponse B
mémoire vigoureuse. Le maintien de la fonction et de la fréquence de ces cellules spécifiques

de Gag pourrait donc jouer un role important dans le contréle du VIH.

Mots clefs :
Virus de I'immunodéficience Humaine (VIH), Contréleurs du VIH, Cellules T CD4+, Thl,
Cytotoxique, Lymphocyte T folliculaire « helper » (Tth), Anticorps.

ABSTRACT IN ENGLISH

Phenotypic and functional analysis of HIV-specific CD4+ T cells in spontaneously controlled

HIV infection

HIV Controllers are rare individuals able to spontaneously control viral replication in the
absence of treatment. Several studies showed that controllers develop effective anti-viral T
cell responses. Gag-specific CD4 + T cells could play a particular role in HIV control,
because this population is preserved in comparison with the treated patients and correlates

negatively with the viral load.

In order to study this population, we performed a multiplexed single cell transcriptional and
protein analysis from CD4 + T cells detected ex vivo by MHC-II tetramer labeling against the
Gag293 peptide (Tet +). We compared the expression of 44 genes and 6 surface proteins in 9
Controllers patients and 9 treated patients. Firstly, we validated the high frequency of Tet +



CD4 + T cells in controllers compared to the treated patients, then we showed that Tet + CD4
+ T cells from controllers were activated and engaged in advanced Thl differentiation with a
cytotoxic profile. In addition, Tet + CD4 + T cells from controllers showed a limited state of
exhaustion, reflected by a lower expression of PD-1, which could be one of the reasons for

maintaining their frequency and functions.

In a second study, we studied follicular helper T cells (Tth) among the Gag-specific CD4 + T
cell population of HIV controllers. Tth plays an essential role in the affinity maturation of the
antibody response by providing help to B cells. To determine whether this CD4+ T cell subset
may contribute to the spontaneous control of HIV infection, we analyzed the phenotype and
function of circulating Tth (cTth: T cells CD4 + CD45RA - CXCRS +). We performed a
MHC-II tetramer labeling against Gag293 peptide to detect HIV-specific cTth (cTth Tet +),
and showed that this population is preferentially maintained in HIV controllers. Phenotypic
analysis of Tet + cTth population showed a higher intensity of PD-1 expression (MFI) in the
treated group suggesting abnormal immune activation in these patients. The function of cTth,
analyzed by the capacity to promote IgG secretion in cocultures with autologous memory B
cells, did not show major differences between groups in terms of total IgG production.
However, the production of HIV-specific IgG is significantly more efficient in the controller
group, especially for the anti-Env response that is more than 30-fold greater than those of the
treated patients. Finally, the frequency of Tet + cTth correlated positively with the production
of specific IgG, supporting the idea of an important role of Tth function in the humoral anti-

HIV response.

Taken together, these results indicate that Gag-specific CD4 + T cell population supports the
two arms of the antiviral immune response in HIV controllers: the cell-mediated response
through a preferential differentiation toward Thl cell type showing a cytotoxic profile, and
the humoral response, reflected by preserved cTth / B interactions, resulting in a vigorous
memory response. Maintaining the function and frequency of these Gag-specific CD4 + T

cells could therefore play an important role in HIV control.

Key words :
Human Immunodeficiency Virus (HIV), HIV controllers, T CD4+ T cells, Thl, Cytotoxic,

Antibodies.



RESUME DETAILLE

Les Controleurs du VIH sont de rares individus capables de contrdler spontanément la
réplication virale en ’absence de traitement. Ces patients sont caractérisés par un nombre de
cellules T CD4+ presque normal et une charge virale qui se maintient en dessous des limites
de détection (<50 copies d’ARN par mL de plasma). De nombreuses études montrent que les
Controleurs développent des réponses T antivirales remarquablement efficaces. Les cellules T
CD4+ spécifiques de Gag pourraient jouer un role particulier car cette population est
préservée en comparaison aux patients traités, est engagée dans une réponse antivirale de type
Thl, et correle négativement avec la charge virale. A I’inverse, les cellules T CD4+

spécifiques du VIH chez les patients traités montrent un état d’épuisement avancé.

Afin d’étudier plus en détail le phénotype de cette population et comprendre pourquoi elle est
maintenue chez les Controleurs du VIH, nous avons réalisé une analyse transcriptionnelle et
protéique multiplexée sur cellule unique, a partir de cellules T CD4+ détectées ex vivo par
marquage tétramére de CMH-II contre le peptide Gag293 (Tet+). Nous avons comparé
I’expression de 44 génes et 6 protéines membranaires chez 9 patients Contrdleurs et 9 patients
traités. Nous avons d’une part validé la forte fréquence de cellules T CD4+ Tet+ chez les
Controleurs en comparaison aux patients traités (P=0,004) et, d’autre part, montré que les
cellules T CD4+ Tet+ des Controleurs étaient activées et engagées dans une différenciation
Thl avancée et présentant un profil cytotoxique. De plus, les cellules T CD4+ Tet+ de
Contrdleurs ont montré un état d’épuisement limité, reflété par une expression faible de PD-1
(P<0,0001), qui pourrait étre 1’une des raisons du maintien de leur fréquence et de leurs

fonctions.

La différence la plus marquante a été une expression membranaire limitée du corécepteur de
I’entrée virale CCRS dans la population T CD4+ Tet+ du groupe de patients Contréleurs
(P<0,0001). La susceptibilité a 1’entrée virale a été analysée par mesure de la fusion de la
souche VIH-1 JRFL de tropisme RS dans les cellules Tet+. Les résultats montrent que la
faible expression de CCRS chez les Contréleurs correle (R=0,74; P<0,0001) avec une
susceptibilité a la fusion limitée (P=0,017). Ces différences sont encore plus marquées dans le
compartiment central mémoire, régénérateur des cellules T CD4+ Tet+. Enfin, les cellules T

CD4+ Tet+ de Contrdleurs expriment fortement CCLS/RANTES (P<0,001), ligand agoniste



de CCRS, ce qui pourrait via une production autocrine, induire I’internalisation du récepteur,

et ainsi expliquer le niveau d’expression restreint de CCRS.

Chez les Controleurs, les cellules T CD4+ totales semblent également étre moins susceptibles
a I’entrée virale (P=0,02), ce qui est corrélée a une expression de CCRS intrinséquement plus
faible chez ces patients (P=0,008). De nombreuses études ont établi un lien clair entre CCRS
et une protection ou bien une progression lente de la maladie. Nos résultats montrent que
I’expression de CCRS pourrait également étre un ¢élément clef dans le contrdle spontané de

I’infection a VIH.

Dans une deuxiéme étude, nous avons étudié les cellules T folliculaires « helper » (Tth) dans
la population T CD4+ spécifique de Gag chez les Contrdleurs du VIH. Les Tth jouent un rdle
essentiel dans la maturation d’affinité des anticorps en aidant les cellules B. Afin de
déterminer si ce sous-type cellulaire joue un réle dans le controle de I’infection & VIH, nous
avons analysé le phénotype et la fonction des Tth circulantes (cTth: cellules T CD4+
CD45RA- CXCRS5+). Comme dans I’étude précédente nous avons utilis¢é un marquage
tétramere de CMH-II contre le peptide Gag293, pour cette fois détecter les cTth spécifiques
du VIH (cTth Tet+). Nous avons montré que la population cTth Tet+ est préférentiellement
maintenue chez les Controleurs du VIH (P=0,002). La fréquence des cellules PD-1+ parmi les
cTth Tet+ est augmentée aussi bien chez les Controleurs que les patients traités (médiane
>75%) par rapport aux cTth totales (<30%), mais 1’intensité d’expression (MFI) de PD-1 est
plus importante dans le groupe de patients traités (p=0,02), suggérant une activation immune
anormale chez ces patients. La fonction des cTth, analysée pour leur capacité a induire la
sécrétion d’IgG en co-culture avec des cellules B mémoires autologues, n’a pas montré de
différences majeures entre les groupes en terme de production d’IgG totales. Cependant, la
production d’IgG spécifiques anti-VIH est significativement plus efficace chez les
Contrdleurs, en particulier pour la réponse anti-Env qui est plus de 30 fois supérieure a celle
des patients traités (P=0,012). Enfin, la fréquence des cTth Tet+ corréle positivement avec la
production d’IgG spécifiques, supportant 1'idée d'un role important de la fonction Tth dans la

réponse humorale anti-VIH.

L’ensemble de ces résultats indique que la population T CD4+ spécifique de Gag supporte
chez les Controleurs les deux bras de la réponse immunitaire antivirale : d’une part, une

réponse de type cellulaire Th1 montrant un profil cytotoxique et, d’autre part, une réponse de



type humorale, reflétée par des interactions cTth/B préservées, résultant en une réponse B
mémoire vigoureuse. Le maintien de la fonction et de la fréquence de ces cellules spécifiques
de Gag pourrait donc jouer un rdle important dans le contréle du VIH, maintien qui pourrait

étre expliqué par une susceptibilité restreinte a 1’infection due a une expression limitée de

CCRS.
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INTRODUCTION



|l. INTRODUCTION

A. Les cellules T CD4+ sont impliquées dans la réponse immunitaire a médiation
cellulaire et humorale

Les cellules T CD4+ (pour Cluster of differentiation 4) jouent un rdle central dans la fonction
du systéme immunitaire: elles aident les cellules B a produire des anticorps, a améliorer et a
maintenir les réponses des cellules T CD8+, a réguler la fonction des macrophages, a
organiser les réponses immunitaires contre une grande variété de microorganismes
pathogenes et a réguler / supprimer la réponse immunitaire a la fois pour controler 1'auto-
immunité et pour ajuster 'amplitude et la persistance de ces réponses. Les cellules T CD4+
sont des médiateurs importants de la mémoire immunologique, et lorsque leur nombre est
diminué ou que leurs fonctions sont perdues, 1'individu devient sensible a un large éventail de
troubles infectieux. En effet, dans l'infection par le Virus de I’Immunodéficience Humaine
(VIH), c'est lorsque le nombre de cellules T CD4+ dans le sang diminue en-dessous de 200 /

mm’ que les infections opportunistes sont les plus susceptibles de se produire (1).

A.1. Les cellules T CD4+

A.1.1 Le récepteur aux cellules T et I'interaction avec le Complexe majeur
d’histocompatibilité
Une composante essentielle de la réponse immunitaire T CD4+ est leur habilité a reconnaitre
des antigénes (Ag) étrangers présentés sur les complexes majeurs d’histocompatibilité de
classe II (CMH-II). Les molécules du CMH-II sont constitutivement exprimées a la surface
des cellules présentatrices d’antigene (APC) professionnelles telles que les cellules
dendritiques (DC), les macrophages, les cellules B et les cellules épithéliales thymiques

(TEC) (2).

Afin de reconnaitre 1’antigéne présenté par les APC, les cellules T CD4+ possédent des
récepteurs hautement spécifiques (TCR). Le TCR est une protéine hétérodimerique
membranaire, constituée d’une chaine alpha (o) et d’une chaine béta (B) reliées par un pont
disulfure. Chaque sous-unité est composée d’une région constante et d’une région variable

faisant partie de la superfamille des immunoglobulines (Ig). La région constante est
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proximale a la membrane cellulaire, tandis que la région variable permet I’interaction avec le
complexe peptide / CMH (Figure 1).

Pour un TCR donné, il existe six régions d'hypervariabilité, connues sous le nom de régions
déterminantes complémentaires (CDR), avec 3 domaines hypervariables par chaine.

Les résidus de ces domaines variables sont situés dans deux régions du TCR, a l'interface des
chaines a et B et sur la chaine B. Le CDR3 est le CDR principal responsable de la
reconnaissance de 1'Ag présenté, bien que le CDRI1 de la chaine a ait également été montré
pour interagir avec la partie N-terminale du peptide antigénique, tandis que le CDR1 de la
chaine B interagit avec la partie C-terminale du peptide. Le CDR2 par contre, reconnait
uniquement le CMH. Suite a I’interaction spécifique avec le complexe peptide / CMH, la
transduction du signal s’effectue via I’interaction avec CD3 et la chaine zeta, avec qui le TCR

forme un complexe.

CD4" Teell Figure 1 : Représentation de la structure

\ cristallographique du TCR d’un

SR e ‘,‘% lymphocyte T CD4+ en interaction avec
LR vecn '\\g'_ TCR B-chain un complexe peptide / CMH-II issu d’un

APC.
Le TCR est un hétérodimere associé par un

CDRs a \‘hair;‘.- z'[ {4

pont disulfure et est composé par une chaine
a (vert foncé) et une chaine {3 (bleu). La

(red) d 1% CDRs f-chain (orange)  diversité au sein des molécules de TCR est
Antigenic ;\1'“*'6"")@6 principalement concentrée c.ians les CDR (en
(green) ‘375"*""\ rouge et orange). des chaines a et 3 au
NS niveau de la région de reconnaissance de

MHC-1I B-chain

MHC-1l a (Iuin'//{s ~

(|8, [",\}e‘\

1

I'Ag. Le peptide antigénique est représenté
en vert. Les molécules de CMH-II sont
: composées d’'une chaine a (rose) et d'une
' chaine 3 (jaune) Le sillon de présentation du
peptide est formé par ces deux chaines.
Source: D’apres Gonzdlez. PAClin Dev
Immunol. 2013

-,
~

Antigen
presenting cell

A.1.2 La diversité du TCR et la sélection thymique

Au cours du développement thymique, les cellules T acquicrent des récepteurs de cellules T
af} (apTCR). Chaque cellule T exprime un afTCR fonctionnel unique, qui est généré par un
réarrangement aléatoire des segments de génes variables (V), de diversité (D) et de jonction
(J) au niveau des loci du géne TCR, ainsi que des segments géniques V et J au niveau des
loci du géne TCRa (3). Le TCRP humain est constitué de 40-48 genes VP (TRBV), 2 génes
DB (TRBD), 12-13 JB geénes (TRBJ) et 2 génes CP (TRBC), alors que le locus TCRa présente
43-45 genes Va (TRAV) 50 geénes Jo (TRAJ) et un unique géne Ca (TRAC) (Figure 2) (4).
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Figure 2: Réarrangement des génes du TCR (a) Les régions variable (V), de jonction (J) et
constante (C) constituent la chaine a. (b) Les régions variable (V), de jonction (]) et constante (C)
avec 'addition d’une région de diversité (D) constituent la chaine 3. Les segments pour chaque
région sont recombinés, avec I'addition de nucléotides supplémentaires, pour générer chaque TCR
réarrangé. Ces processus génerent une importante diversité de récepteur (environ 1015 TCR). (c-d)
Représentation des régions CDR1-3 hypervariables de la chaine a (c) et de la chaine f3 (d). Les
régions CDR1 et CDR2 sont encodées au niveau de la région V, tandis que CDR3 chevauche les
domaines V(D)].

Source: D’apres Laydon DJ. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2015

La recombinaison V (D) J est un événement stochastique qui est initiée lorsque le complexe
protéique « géne activant la recombinaison 1 » (RAGI) et RAG2 crée des coupures double
brin (DSB) dans des emplacements spécifiques appelés « séquence signal de recombinaison »
(RSS) qui sont flanquants a chaque séquence codante V, D et J (5). Pour que la recombinaison
V (D) J ait lieu, les sites RSS doivent étre exposés dans l'euchromatine ouverte. Suite a la
création des DSB par RAG, les extrémités des séquences codantes sont modifiées et reliées
ensemble par des protéines de réparation de I’ADN (6, 7). Outre la combinaison de différents
segments V, D, J, la diversité du répertoire TCR est aussi augmentée par 1'ajout de nucléotides
au niveau des jonctions V (D) J et par un manque de précision pendant le réarrangement des
segments V (D) J (8, 9). Les régions hypervariables CDR1 et CDR2 sont codées par la lignée
germinale, tandis que la région CDR3 est formée par la combinaison des différents segments
V, (D) et J suite & la recombinaison somatique (10, 11). Le nombre hypothétique
d'appariements possibles de TCR o et TCR P est estimé a 10". Les cellules capables de
réarranger leurs TCR sont alors sélectionnées positivement pour leur capacité a reconnaitre le
CMH-I ou le CMH-II et vont devenir respectivement soit des cellules CDS8, soit des cellules

CD4. Dans un méme temps, s’opere la sélection négative, qui correspond a une sélection des
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cellules possédant des TCR se liant aux complexes CMH présentant des peptides du soi avec
des affinités dépassant le seuil de sélection. Ce processus de "tolérance centrale" produit des
cellules T, qui reconnaitront efficacement les épitopes étrangers présentés par le CMH, mais
pas ceux du soi. Cette sélection permettra une réponse immunitaire efficace en périphérie et
ces cellules T auront un risque considérablement réduit de réagir contre des Ag du soi et de
déclencher une réponse auto-immune (12-15). Apres sélection thymique, la combinaison
aléatoire des différentes chaines TCRa et TCRp aboutit & environ 2.10" TCR distincts, au sein
d’un méme individu. Ces cellules T sélectionnées matures deviennent alors des cellules T

naives et migrent vers les organes lymphoides (Figure 3).

BM Thymus 7 Medulla Periphery
Cortex S TCR

HSC f 5 Central tolerance

| MHCclassl- | 4 i o

: - expressing N £
eTP)) = (E1P))—> [ (DN2))\—> ‘.DN3 TCRp and TCRyd cTEC “
./ | rearrangements Hﬁ TCR <
5 TCRB™ )

N\

LO—B@—@ @ .

affinity

B-selection TCRa

rearrangement

No MHC \

contact MHC class Il @

Q expressing High TCR
05 cTEC affinity

Death by Positive );’) 0
neglect selection \‘f\ r)
Negative

Figure 3 : Différenciation thymique des cellules T. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) de
la moelle osseuse donnent naissance a des progéniteurs thymiques précoces (ETP), qui ont encore un
potentiel de différenciation en cellules B et en cellules dendritiques. Suite a leur migration dans le
thymus les ETP perdent un tel potentiel, ils deviennent alors des cellules thymocytes double négative
(DN), qui n'expriment pas le récepteur des lymphocytes T (TCR) ou les co-récepteurs CD4 et CD8. Ils
procédent par la suite au réarrangement de leurs chaines 3 et y6. Les thymocytes dont le
réarrangement {3 est productif sont sélectionnées et passent au stade Double Positif pendant lequel la
chaine o se réarrange. Une fois les chaines associées et le TCR complet exprimé, une non
reconnaissance par le CMH conduit a la mort de la cellule. Par la suite deux vagues de sélection, dites
positive et négative, permettent d’éliminer les thymocytes auto-réactifs. Les thymocytes matures
sélectionnées deviennent alors des cellules T naives et migrent vers les organes lymphoides.

Source: D’apres Miller JF. Nat Rev Immunol. 2011
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A.1.3 Activation des cellules T CD4+ naives et différenciation en cellules
mémoires

Les cellules T CD4+ naives expriment des récepteurs membranaires caractéristiques de cette
population, CD62L et CCR7. Ces récepteurs favorisent la localisation des cellules T CD4+
naives, au niveau des zones de surveillance centrale et locale, permettant une circulation
continue a travers les organes lymphoides secondaires (OLII) via le sang (16). Les cellules T
CD4+ naives sont adressées au niveau des régions paracortiques des ganglions lymphatiques
et des régions parafolliculaires de la rate ou elles scannent les APC pour leurs Ag
correspondants, en particulier les DC. Les cellules T CD4+ naives expriment aussi CD45RA,
mais pas le marqueur d’activation CD45RO (17). La réponse T CD4+ s’effectue en trois
phases, et commence par ’activation des cellules T CD4+ naives. L’activation d’une cellule T
naive requiert trois signaux. Le premier signal correspond a la reconnaissance du complexe
CMH-II / peptide, présent a la surface des APC, par le TCR des cellules T CD4+. Le
déclenchement ou non d’une réponse immunitaire a travers ce premier signal fait intervenir
trois parameétres : (i) la fréquence des précurseurs spécifiques d’épitopes, (ii) la quantité
d’épitopes présentés par les APC et (iii) I’avidité des TCR du lymphocyte pour le complexe
CMH-II / peptide. Le deuxieme signal est donné par les molécules de co-stimulation
exprimées par les APC. L’expression des ligands de ces molécules par les cellules T est
décisive pour le devenir de la réponse immunitaire. Le plus courant est CD28, qui se lie a
CD80 et CD86 (ou B7) exprimés par les DC matures, et CD40-CD40L. Cette liaison induit
I’expression de différents marqueurs d’activation aux fonctions diverses, comme CD25 (sous-
unité du récepteur a ’Interleukine 2 (IL-2), OX40 (membre de la superfamille des récepteurs
du TNF), CD69 (membre de la famille des lectines dépendantes du calcium), HLA-DR ou
ICOS (famille des récepteurs membranaires de CD28), mais aussi parfois des protéines a
potentiel inhibiteur telles que PD-1 et CTLA-4. Enfin le dernier signal met en jeu le
microenvironnement cellulaire et cytokinique déterminant la polarisation des cellules T CD4+

par les APC (18).

L'activation est suivie d’une phase d‘expansion, qui est caractérisée par la prolifération et la
différenciation clonales rapides des cellules naives en cellules T CD4+ effectrices
fonctionnelles. L'activation primaire des cellules T CD4+ naives est souvent appelée phase
d’amorcage pour la différencier de l'activation secondaire des cellules mémoires, plus rapide.

L'amorcage optimal nécessite une cascade complexe d'événements de signalisation initiée par

la reconnaissance de I'Ag et complétée par la signalisation via les corécepteurs et certaines
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cytokines. Chez les cellules T CD4+, I'amorcage se produit sur 1 a 2 jours ou plus, et culmine
avec l'installation d'un nouveau programme transcriptionnel qui confére aux cellules T CD4+
des fonctions effectrices et une capacité proliférative robuste (19). L'élimination de la menace
immunologique est suivie par une phase de contraction qui entraine la mort de la majorité des
cellules effectrices qui ont proliférées. Néanmoins, durant la phase mémoire, un faible
nombre de cellules survivent et persistent en tant que population dite au repos. Les cellules T
CD4+ mémoires sont maintenues en plus grand nombre que les cellules naives originelles et
peuvent persister pendant de longues périodes de temps. Ces phases sont répétées lors d’une
nouvelle rencontre avec le méme Ag, induisant une nouvelle phase d’expansion des cellules
mémoires, qui est remarquablement plus rapide que I'expansion primaire, et produisant des
cellules effectrices secondaires avec une fonctionnalité améliorée. Si I'expansion secondaire
controle rapidement la menace, elle est & nouveau suivie d'une phase de contraction,
améliorant encore la taille de la population de cellules mémoires secondaires et sa capacité a

répondre ultérieurement (18).

La maintenance des cellules T CD4+ mémoires n'est pas complétement comprise, et il est
probable que de multiples mécanismes contribuent de facon différentielle aux
renouvellements prolifératif et homéostatique des diverses populations mémoires. La
maintenance des cellules T CD4+ mémoires dépend de la signalisation via le TCR et de la

production de cytokines dont I’IL-7 et I’IL-15 (Figure 4) (20).
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Cellules T CD4+ mémoires

Le premier systéeme de classification des cellules T mémoires exprimant CD45RA a été
montré par Sallusto et al. Le pool de cellules T CD4+ mémoires est représenté par deux
populations : les cellules T CD4+ centrales mémoires (CM) et les cellules T CD4+ effectrices
mémoires (EM). Les cellules T CD4+ CM se caractérisent par leur capacité a circuler entre
les OLII via le sang. Les marqueurs des cellules T CD4+ CM incluent une expression ¢levée
des récepteurs membranaires CD62L et CCR7, leur permettant d’étre « chimio-attiré » et
d’entrer dans les OLII.

Elles ont un pouvoir effecteur faible, mais ont un fort potentiel de prolifération en réponse a
I’antigéne. Ces cellules sécrétent peu de cytokines effectrices comparées aux cellules EM
mais peuvent néanmoins étre polarisées en sous-type helper (21). Les cellules T CD4+ CM
produisent essentiellement de 1’'IL-2 a faible niveau. Comme les cellules T CD4+ naives, elles
expriment fortement I’IL7R permettant leur renouvellement et ont une forte plasticité (22).

Les CM ont une longue durée de vie et participent a la mémoire immunitaire a long terme.

En revanche, les EM sont caractérisées par une capacité a circuler entre la rate et les tissus
non-lymphoides, en provenance des tissus lymphoides via le sang et le retour par les voies
lymphatiques. CD62L et CCR7 sont absents ou mal exprimés chez ces cellules, tandis que les
molécules d'adhésion alternatives qui vont faciliter l'entrée dans les tissus cibles non-
lymphoides, sont régulées a la hausse. Elles expriment aussi plus fortement les
chimiorécepteurs leur permettant d’étre attirées vers les tissus non-lymphoides lors d’une
inflammation tels que CXCR3 et CCRS. Elles proliférent peu mais sont plus différenciées, et
expriment de maniére plus prononcée les programmes de transcription des sous-type helpers
Thl, Th2, Th17 (cf partie A.1.4) et sécrétent les cytokines liées a ces sous-types suite a une
restimulation. Elles ont donc une forte capacité effectrice et sont trés utiles pour une réponse

rapide en périphérie (23).

Les cellules T CD4+ CM sont auto-renouvelables, peuvent maintenir I'homéostasie des
lymphocytes T mémoires, et suite a une restimulation étre capables de se différencier pour
reconstituer le pool de cellules T CD4+ EM et effectrices a courte durée de vie et non
renouvelables (24). Le dernier sous-type T CD4+ mémoire a avoir ét¢ montré sont les cellules
T « stem like memory » (TSCM), ce sont des cellules T mémoires humaines a longue durée

de vie qui affichent un fort niveau d'auto-renouvellement et une capacité de multipotence, et
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peuvent se différencier en CM et EM, ainsi qu’en cellules T effectrices. Ces cellules
montrent un phénotype de type CD45RO-, CCR7+, CD45RA+, CD62L+, CD27+, CD28+ et
IL-7Ro+ caractéristique des cellules T naives. Cependant, ces cellules expriment des niveaux
accrus de CD95, IL-2Rp, et CXCR3 ainsi que LFA-1, par rapport aux autres populations, ces
cellules T montrent une capacité proliférative accrue, et sont capables de reconstituer le

systéme immunitaire d’hotes immunodéficients plus efficacement (25) (Figure 4)

A.1.4 Les différents types de cellules T CD4+ effectrices

Les cellules T CD4+ « helpers » se différencient en plusieurs sous-types de populations
effectrices selon I’intensité du signal médié par I’interaction TCR/CMH-II peptide durant la
présentation de 1’Ag, I’environnement cytokinique et la nature des molécules de co-
stimulation. Ces trois signaux vont induire I’expression de facteurs de transcription typiques a
I’origine du programme de différenciation. Il existe quatre principaux sous-types de cellules T
CD4+ effectrices, :les Thl, Th2, Th17, et les T folliculaires « helpers » (Tfh) ainsi qu’un sous
type dit régulateur, les Treg (Figure 5).
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Les cellules Thl sont caractérisées par leur production d’Interféron gamma (IFN-y) et par
I’expression du facteur de transcription T-bet, et interviennent également dans I’immunité
contre les microorganismes intracellulaires, notamment les virus. La production d’IL-12 par

les cellules de I’immunité potentialise la différenciation vers ce sous-type (26). Nous
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reviendrons plus en détail sur ce sous-type cellulaire dans la partie A.2.1. Les cellules Th2 se
différencient en présence d’IL-4 et requicrent le facteur de transcription GATA-3. Ces
cellules produisent les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 et interviennent dans I’immunité contre
les parasites comme les helminthes et les nématodes. Les cellules Th17 produisent de I’IL-17
et de I’IL-22 et jouent un réle important dans 1’élimination des bactéries extracellulaires et des
champignons a la surface des muqueuses. La différenciation en cellules Th17 requiert le
facteur de transcription RORyt, induit par le facteur de croissance transformant (TGF-p) et par
les cytokines pro-inflammatoires telles que 1I’'IL-6 et I’IL-21 chez la souris. Chez 1’homme
cette différenciation nécessite en plus la présence de I'IL-23 et de la cytokine pro-
inflammatoire IL-1P. Les cellules Tth constituent une sous-population de cellules T CD4+
« helper » qui régulent la maturation des lymphocytes B. Leur différenciation est dépendante
du répresseur de transcription Bcl-6, notamment induit par I’'IL-21 et I'IL-6. Ces cellules
productrices d’IL-21 ont la capacité de migrer au niveau des follicules des OLII et d’aider les
cellules B dans la production d’anticorps hautement maturés. Nous discuterons plus en détail

cette population dans la partie A3.

Les cellules Treg posseédent la propriété d’inhiber la prolifération d’autres lymphocytes T
effecteurs. Ils sont nécessaires au maintien de la tolérance immunitaire et participent donc au
maintien de 1'homéostasie. Ces cellules ont un facteur de transcription primordial Foxp3,

expriment CD25 et sécrétent des cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL-10 et TGF-p.

Le point de vue classique de lignées strictement distinctes a récemment été remis en question
et il est intéressant de noter que les cellules T CD4+ différenciées posseédent une certaine
plasticité et peuvent ainsi changer de profil de sécrétion cytokinique en fonction de leur

environnement. (27)

A.1.5 Les molécules de co-stimulation inibitrices

CTLA-4

CTLA-4 est une molécule homologue de CD28 présentant une plus forte affinité pour le
ligand B7 présent a la surface des APC, cependant contrairement a CD28, I’interaction
CTLA-4 / B7 ne conduit pas a la production de signaux de stimulation. En revanche, cette

compétition de la liaison avec CD28 peut empécher les signaux de co-stimulation induits par
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cette derniere (28). Le rapport entre la liaison CD28 / B7 vs CTLA-4 / B7 va déterminer ou
non si une cellule T va passer dans un état d’activation ou d’anergie.

Par ailleurs, certains travaux suggerent que la liaison de CTLA-4 a B7 pourrait en fait induire
des signaux d’inhibition qui contrecarreraient les signaux de stimulation issus des interactions
de CD28 / B7 et de TCR / CMH. Les mécanismes qui pourraient expliquer ces signaux
d’inhibition incluent I’inhibition directe du TCR au niveau de la synapse immunologique,
I’inhibition de CD28 ou de sa voie de signalisation, ou bien encore une augmentation de la
mobilité des cellules T conduisant a une diminution de leur capacité a interagir avec les APC

(29).

CTLA-4 est capable d’étre régulée, notamment par sa localisation au sein de la cellule. Dans
des lymphocytes T CD4+ naifs au repos, CTLA-4 est retrouvée principalement dans le
compartiment intracellulaire. Les signaux de stimulation, induits a la fois par le TCR et la
liaison CD28 / B7, conduisent a une régulation positive de CTLA-4 a la surface cellulaire via
I’exocytose de vésicules contenant CTLA (30). Ce processus s’opere dans une boucle de
régulation, ou une forte signalisation par le TCR conduit a une plus grande translocation de
CTLA-4 a la surface des cellules. Dans le cas d’un signal négatif conséquent via I’interaction
CTLA-4 /B7, I’activation totale des cellules T est bloquée par I’inhibition de la production
d’IL-2 et de la poursuite du cycle cellulaire (31).

CTLA-4 est également impliquée dans d’autres aspects du contréle immunitaire. Les Treg
controlent les fonctions des cellules T effectrices, et ont ainsi un rdle principal dans le
maintien de la tolérance périphérique. Contrairement aux cellules T effectrices, les Treg
expriment de maniére constitutive CTLA-4, et des travaux émettent ’hypothése que cette
expression est importante pour les fonctions immunosuppressives de ces cellules. Dans les
modeles animaux, une déficience génétique en CTLA-4 dans les Treg détériore leurs
fonctions suppressives. Un des mécanismes pour lequel les Treg sont supposées contrdler les
cellules T effectrices est la régulation négative des ligands de B7 sur les APC, amenant a une

diminution de la co-stimulation par CD28 (32).

PD-1

Les liaisons de CTLA-4 et PD-1 ont chacune des effets négatifs similaires sur 1’activité des

cellules T, cependant, la cinétique de régulation négative, les mécanismes de signalisation
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impliqués, ainsi que les lieux d’inhibition immune différent pour ces deux acteurs du contrdle
immunitaire. Contrairement a CTLA-4, qui est confinée aux cellules T, PD-1 est plus
largement exprimée, dans les cellules T activées, les cellules B et les cellules myéloides.
Alors que les fonctions de CTLA-4 se produisent pendant la phase d’amorcage de 1’activation
des cellules T, principalement dans les ganglions lymphatiques, celles de PD-1 s’exercent
pendant la phase effectrice, essentiellement dans les tissus périphériques (33). De plus, il a été
montré que la fonction de PD-1 joue un rdle important dans la régulation des Tth et de leur
fonction, dans les centres germinatifs. PD-1 est augmenté aprés I’engagement du TCR ou
BCR des cellules naives et une stimulation antigénique persistante maintien 1’expression de

PD-1 a de fort niveau (34).

La distribution des ligands de PD-1 differe également de celle pour ceux de CTLA-4. Les
ligands B7 de CTLA-4 sont exprimés par les APC, qui sont de manicre générale retrouvées
dans les LN ou dans la rate, cependant, les ligands de PD-1, PD-L1 et PD-L2, sont plus
largement exprimés (35). PD-L1 est exprimé sur les leucocytes, des cellules non
hématopoiétiques et dans des tissus non lymphoides, et peut étre induit sur les cellules
parenchymateuses par des cytokines inflammatoires telle que I'IFN-y ou des voies de
signalisation impliquées dans des voies tumorales (36). L’expression de PD-L1 est aussi
retrouvée dans différents types de tumeurs, et est associée a une augmentation du nombre de

lymphocytes infiltrant les tumeurs et & un diagnostic vital négatif (37).

PD-L2 quant a lui, est principalement exprimé sur les DC et les monocytes, mais peut étre
induit sur une plus large variété de cellules immunitaires et non immunitaires, en fonction du
microenvironnement local. PD-1 présente une plus forte affinité pour PD-L2 que pour PD-L1,
et cette différence pourrait étre responsable pour les contributions distinctes de ces ligands
dans les réponses immunes. Du fait que les ligands de PD-1 soient exprimés dans les tissus
périphériques, il est supposé que les interactions PD-1 / PD-L1 et PD-1 / PD-L2 maintiennent

la tolérance immunitaire au sein des tissus infiltrés localement (35).

Il existe de nombreux autres récepteurs inhibiteurs décris pour étre impliqués dans la

régulation de la réponse T : CD160, KLRG-1, TIM-3, 2B4, BTLA et LAG-3 (38).
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A.2. Les Thl et les cellules T CD4+ cytotoxiques : réponse immunitaire a médiation
cellulaire

A.21 Les cellules T CD4+ Th1

Différenciation des cellules Th1l

L'interleukine 12 (IL-12) et l'interféron y (IFNy) sont les cytokines critiques qui initient la
cascade de signalisation induisant le développement des cellules Thl. L'TL-12 est sécrétée en
grande quantité¢ par les APC aprés leur activation via les récepteurs de reconnaissance de
motifs moléculaires. La production d'IL-12 va induire D’activation des cellules tueuses
naturelles (NK) qui produisent de I’'IFNy (26). Plusieurs facteurs de transcription agissent de
maniére coordonnée pour induire la différenciation complete des cellules Th1 (T-bet, STATI,
STAT4, Runx 3, Eomes, HIx) (27). Le régulateur principal, T-box 21 (T-bet), est défini non
seulement par sa capacité a activer l'ensemble des genes favorisant la différenciation Thl,
mais aussi par sa capacité a supprimer le développement des autres sous-types. L'expression
de T-bet dépend fortement du « signal transducer and activator of transcription 1 » (STAT1)
qui est activé par ’'IFNy. T-bet induit la production d'IFNy en différenciant les cellules T
CD4+ en Thl, amplifiant ainsi I'expression de T-bet lui méme et régulant a la hausse
l'expression de IL12R[B2. Ces cellules peuvent alors étre sélectionnées par I'IL-12 sécrétée par

les APC, assurant ainsi I’expansion sélective des cellules Thl différenciées (39).

Fonction des cellules Th1

Les cellules Th1 sont spécialisées dans I'élimination des agents pathogénes intracellulaires, et
notamment des virus. Elles sécrétent principalement de 1'IFNy, du « Tumor Necrosis Factor
a» (TNFa) et de 1'IL-2. L'IFNYy est essentiel pour l'activation des phagocytes mononucléaires,
y compris les macrophages et les cellules microgliales, permettant d’améliorer 1’activité
phagocytaire. On pense que I'IFNy exerce son effet par l'activation de geénes de réponse a
I'TFN, qui représentent plus de 200 geénes (40). L'un des mieux étudiés est le géne codant pour
la GTPase induite par I'I[FN (IGTP). L'IGTP est un membre de la famille des GTPase p47,
¢galement connue sous le nom de famille IRG, est fortement régulée par I'IFNy et permet
I'élimination des agents pathogenes intracellulaires (41). Le TNFa est un médiateur important

de l’inflammation (27). L'IL-2 favorise la prolifération des lymphocytes T CD8+ avec
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l'acquisition d'un phénotype cytolytique, est cruciale pour la maintenance des Treg, et joue un
role important dans la différenciation des cellules T CD4+ en cellules T effectrices (42).
Les cellules Thl expriment les chimiorécepteurs CXCR3 et CCRS, permettant leur migration

vers les sites d‘inflammation en périphérie (43).

Aide aux cellules T CD8+

L'importance de l'aide aux cellules T CD8+ par le biais des cellules T CD4+ a été bien
documentée dans les modeles murins d'infections bactériennes et virales. Ces études montrent
la nécessité des cellules T CD4+ durant I’infection primaire dans I’induction de réponses
CD8+ mémoires efficaces. Dans ces modeles, lors d’une réponse immunitaire rappel, la
déplétion des cellules T CD4+ impacte directement le nombre de cellules T CD8+ spécifiques
de I’Ag suite a une restimulation. De plus, en 1'absence de cellules T CD4+, les cellules
mémoires T CD8+ perdent leur capacité a produire des cytokines effectrices et leur capacité
cytolytique (44-47). Une publication ultérieure a identifi¢é la phase exacte de l'infection
primaire, ou les cellules T CD4+ sont essentielles pour l'expansion et la maintenance des
cellules T CD8+ mémoires. Cette étude prouve, par des systeémes de transfert adoptif, que la
présence de cellules T CD4+ n'est pas nécessaire pendant la phase d'amorgage initiale
permettant la génération du pool de cellules mémoire. En revanche, les cellules T CD4+ sont
plutot impliquées dans la maintenance des cellules mémoires T CD8+ a longue durée de vie,
via une forte production d’IL-2. En effet, la production de cellules mémoires T CD8+ a
longue durée de vie s’effectue au pic de la réponse T CD8+, qui dépend strictement de l'aide
apportée par les cellules T CD4+ (48). La stimulation répétée du TCR dans les infection de
type chroniques conduit a la perte du sous-type Thl au dépend du sous-type Tth. Il a
récemment ¢t¢ montré que ce phénomene est associé¢ a une perte progressive ainsi qu’a la
dysfonction des cellules T CD8+. Ceci suggere un role important du sous-type T CD4+

Th1 dans le maintien de la réponse T CD8+ (49).
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A.2.2 Les cellules T CD4+ Cytotoxiques

Les cellules T CD4+ avec activité cytotoxique (CTL) ont été observées dans diverses
réponses immunitaires. Ces cellules sont caractérisées par leur capacité a tuer les cellules

cibles exprimant le CMH de classe II comme les APC.

La cytotoxicité des cellules T CD4+

Les cellules T CD4+ CTL utilisent deux mécanismes effecteurs cytotoxiques principaux qui
sont également utilisés par les cellules T CD8+ CTL et les cellules NK. Le premier
mécanisme est induit par I’interaction Fas-Ligand (FasL) / Fas, qui implique la liaison de
FasL exprimé a la surface des cellules effectrices, a son récepteur apparenté Fas (CD95)
exprimé a la surface les cellules cibles. La trimérisation de Fas sur la cellule cible conduit au
recrutement du complexe intracellulaire de signalisation de mort induite (DISC) activant la
voie de signalisation qui induit la mort cellulaire par apoptose via la caspase 3 (50). Le
deuxiéme mécanisme majeur de cytotoxicité se produit via une exocytose dirigée de granules
spécialisés entrant dans les cellules cibles et induisant 1'apoptose. L’exocytose des granules
cytotoxiques se produit en réponse a une signalisation par le TCR. Il existe différents types de
granules comme la perforine qui va produire des pores dans la cellule (51) permettant 1’entrée
de molécules cytotoxiques telles que les granzymes (Gzm) et granulysines. Il existe cinq types
de granzymes connues (A, B, H, K et M) qui ont diverses spécificités de substrat. Les

Granzymes A et B sont les plus étudiés et les plus abondantes (52).

Différenciation et phénotype

Bien que l'activité cytolytique des cellules T CD4+ soit fréquemment observée chez les
cellules Thl, les cellules T CD4+ CTL peuvent étre générées in vitro en absence d’IFN-y
(53). L’IL-2, cependant, semble étre critique dans la génération des cellules T CD4+ CTL
(54). 11 semble que la présence de signaux inflammatoires tel que I’I[FN-a ou I’[L-6 pendant
l'infection peut compenser, des niveaux d'IL-2 faibles. La réponse a I'lIL-15 semble étre aussi
un trait partagé par les T CD4+ CTL et CDS8. La modulation de 1'antigéne influe également
sur la fonctionnalité des cellules T CD4+ CTL. De faibles niveaux d'Ag générent des cellules
T CD4+ CTL avec des taux de cytotoxicité plus élevés. En revanche, les CTL générées avec
des niveaux plus élevés de peptides produisent presque exclusivement de I’'IFN-y et du TNF

(55).
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Les facteurs de transcription de la famille T-box comme T-bet et Eomesodermin (Eomes) sont
connus depuis un certain temps comme des régulateurs de la cytotoxicité dans les cellules T
CD8+ CTL (56). Récemment, les études ont aussi confirmé un role pour ces deux molécules
dans la régulation de la cytotoxicité des cellules T CD4+. Alors que 1'expression de T-bet est
requise pour l'induction des cellules T CD4+ Thl et de la production IFN-y, elle peut
¢galement se lier aux promoteurs de GzmB et Prfl dans les cellules T CD4+ et CD8+ (57). T-
bet n'est cependant pas le seul facteur de transcription impliqué dans ’acquisition de la
cytotoxicité dans les cellules T CD4+. En effet, Eomes est aussi requis pour l'expression de
GzmB, perforine, FasL par des cellules T CD4+ (58). Récemment il a ¢ét¢ montré qu’un
facteur de transcription CRTAM pourrait agir en amont d’EOMES dans les voies de
signalisation de la différenciation en CTL (59).

Ces cellules, chez des adultes en bonne santé, sont des cellules effectrices mémoires
CD45RA- CCR7- qui expriment fortement les intégrines CD11a et CD11b et qui n'expriment
pas les co-récepteurs CD27 ou CD28. Les cellules T CD4+ CTL sont distinctes des cellules T
NK car elles n'expriment pas CD16, CD56 ou CD161. L'expression de CD57, marqueur de la

différenciation terminale, semble étre régulée a la hausse chez les cellules T CD4+ CTL.

Il y a toujours un débat pour savoir si les cellules T CD4+ CTL représentent une nouvelle
lignée ou simplement un sous-ensemble de cellules qui ont acquis une fonction cytotoxique

en plus des caractéristiques T auxiliaires classiques (55).

A.3. Tfh, une réponse immunitaire a médiation humorale

Les Tth sont un sous type de T CD4+ spécialisé dans la régulation de la réaction du CG et
sont essentielles dans 1’aide aux cellules B, notamment dans le processus de maturation et la
commutation isotypique. La dysfonction ou la perturbation de ces cellules Tth est impliquée
dans de nombreuses pathologies dont I’auto-immunité (60-62), I’immunodéficience primaire

(63), le cancer (64), et I’infection VIH (65-70).

A.3.1 Structure de I'organe lymphoide

Les ganglions, aussi appelés nceuds lymphatiques (LN), se situent a la jonction des vaisseaux
lymphatiques et sont répartis dans tout 1’organisme. Ils sont majoritairement constitués de

lymphocytes et d’APC chargées d’Ag, qui entrent dans les LN par les vaisseaux lymphatiques
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afférents. Les cellules T et B accédent aux LN par des vaisseaux sanguins particuliers, HEV
(« high endothelial venules ») et vont se répartir dans des zones distinctes de 1’organe: le
cortex (zone B) et le paracortex (zone T). La répartition dans ces différentes zones est dictée
par des gradients de chimiokines (CXCL13 pour la zone B et CCL19/CCL21 pour la zone T)

La zone T est le lieu d’interactions entre les cellules T et les DC. La zone B, riche en
lymphocytes B et DC folliculaires (FDC), s’organise en follicules lymphoides ou les cellules
B se différencient et proliférent. Des CG se forment au sein de ces follicules lors de
I’activation des cellules B (Figure 6). Les lymphocytes T et B peuvent quitter les LN par les

vaisseaux lymphatiques efférents.

A.3.2 Différenciation des T CD4+ naives en Tfh

Ces dernicres années, I’identification du chimiorécepteur CXCRS, du facteur de transcription
majeur Bcl-6 (71-73), ainsi que la compréhension du rdle clef joué par les molécules de co-
stimulation telles que CD40L, ICOS, PD-1 et les cytokines comme I’IL-21 (74-81) ont permis
I’identification et 1’étude des Tth.

Présentation de I’antigéne et différenciation en Tfh

Durant la présentation de I’Ag, il a été montré que les cellules Tth requierent un signal fort
médié par le TCR et des interactions prolongées avec les DC en comparaison aux autres sous-
types (82). De plus la signalisation via ICOS et son ligand (ICOSL) joue un role important
dans le développement précoce des Tth (78). Le signal ICOS, délivré par les DC exprimant
ICOSL au niveau de la zone T, induit I’expression de Bcl-6 par les cellules T CD4+ murines
et I’induction de I’expression de CXCRS. L’expression de ce chimiorécepteur va permettre la
migration des Tth précurseurs, via un gradient de la chiomiokine CXCL13, vers les follicules

B (80).

Les cytokines impliquées dans l'initiation du programme de différenciation Tfh.

Des ¢études menées chez I’Homme et la souris ont montré des différences dans le role des
cytokines impliquées dans le développement précoce des Tth. Chez les souris, 1’IL-6, IL-21,
et [L-27 sont critiques pour la différenciation Tth (83). L’IL-12 pourrait en revanche étre plus

important chez ’humain que I’IL-6, IL-21 ou I’IL-27 (84) (85) pour la différenciation en Tth.

33



En effet, la présence d’IL-12 induit 1’expression des marqueurs typiques de Tth : IL-21 (86)
(87), CXCRS, ICOS et Bcel-6 (86). Bien que I’IL-6 soit un faible inducteur de ces marqueurs,
il a été observé que son absence et /ou celle d’IL-21 impacte le nombre de cellules Tth (88)
(89). De plus, TGF-8 en combinaison avec I’IL-12 et I'IL-23 a été montré comme induisant
I’expression de CXCRS, ICOS, IL-21, Bcl-6, BATF et c-Maf a partir de cellules T CD4+

naives, impliquant donc TGF-8 dans le développement précoce des cellules Tth (90).

Les facteurs de transcription importants pour la différenciation Tfh

Bcl-6 est le facteur de transcription majeur pour la différenciation en Tth chez ’humain (91)
et la souris (71) (72) (73), et il est aussi important pour la survie des cellules B des CG et
I’hypermutation somatique (SHM) (92). Bcl-6 régule I’expression de nombreuses molécules,
incluant CXCRS5, CXCR4, CCR7, «signaling lymphotyc activation molecule » (SLAM)
associée a la protéine (SAP), PD-1, ICOS et CD40L, qui sont critiques pour la migration des
Tth vers les follicules B, ainsi que pour leur développement et leur fonction (91) .

BATTF est induit dans les cellules T CD4+ par I’IL-4 et I’'IL-6 (93) (94). BATF est considéré
comme un régulateur global du programme de différenciation Tth, et joue un rdle clef dans la
commutation de classe des cellules B, en régulant 1’expression de 1’ « Activation-induced

cytidine deaminase » (AID) (95).

Chez la souris, c-Maf induit la production d’IL-21 dans les cellules T CD4+ activées, de
manicre dépendante de la voie de signalisation d’ICOS. L’absence de c-Maf provoque une
réduction de la fréquence des Tth (96). Chez ’Homme, c-Maf induit I’expression d’IL-21 et
CXCRS5 chez les cellules T CD4+ naives, de plus sa co-expression avec Bcl-6 provoque une
augmentation de I’expression de CXCR4, ICOS et PD-1 (91). IL-6 ou IL-27 peuvent induire
I’expression de c-Maf dans les cellules T CD4+ (97).

La suppression des facteurs de transcription dédiés aux autres lignées T CD4+ et impliqués
dans le développement des Th1, Th2, et Th17, est aussi requise pour induire la différenciation
précoce des Tfh, notamment la suppression de Blimpl, impliqué dans la voie de

différenciation Thl, qui inhibe I’expression de Bcl-6 et c-Maf (98).
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A.3.3 Interaction des Tfh et des cellules B a la frontiére des zones T/B

Point de vue Tfh

La seconde étape de la différenciation Tth implique I’interaction des cellules T CD4+ activées
avec des cellules B spécifiques de ’antigéne a la frontiere des zones T/B (Figure 6). La
régulation a la hausse de I’expression de CXCRS, la perte de CCR7 et de la P-selectin
glycoprotein ligand 1 facilitent I’adressage des cellules activées vers la zone B. La « orphan
G-protein-coupled receptor, Epstein Barr virus induced molecule-2 » (EBI2) joue aussi un
role dans la position des cellules durant I’interaction T/B. EBI2 provoque la localisation des
cellules B en dehors des follicules, ou elles peuvent interagir avec les Tth (99). L’expression
de CXCRS n’est pas seulement limitée aux cellules Tth, et les cellules T CD4+ activées qui
expriment fortement CXCRS et qui ont perdu I’expression de CCR7, ne sont pas

nécessairement localisées a la frontiére des zones T/B du follicule B (100).

Point de vue des cellules B

Les cellules B peuvent reconnaitre et répondre a des Ag solubles ou fixés a la membrane
d’autres cellules (101). Quand une cellule B naive rencontre 1’Ag dans la zone B, elle s’active
puis migre vers la frontiére des zones T/B ou elle dégrade I’Ag, puis présente des peptides
issus de celui-ci via son CMH-IL. Les cellules B activées peuvent ainsi recruter des cellules T
« helper » spécifiques de I’Ag (101, 102). La migration des cellules B vers la fronti¢re T/B est
induite par une augmentation de I’expression du chimiorécepteur CCR7 permettant de migrer

vers la zone T.
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Figure 6 : Différentiation et activation des cellules Tfh et B et réaction du GC. (a) DC qui exprime un
complexe CMH-II/peptide qui engage une cellule T CD4+ naive spécifique pour l'antigéne présenté,
induisant ainsi sa prolifération et sa différenciation en cellules T « helper ». Dans la zone B, I'antigene
complet est capturé par les macrophages et présenté aux cellules B naives. Les cellules B spécifiques pour
I'antigéne s’activent, dégradent et présentent les peptides antigéniques puis migrent vers la frontiere des
zones T/B. Les cellules Tfh se relocalisent a la frontiere T/B et dans les régions interfolliculaires. Des
contacts entre les cellules pré-GC Tfh et cellules B activées sont nécessaires pour poursuivre la
différenciation des Tfh et pour définir le devenir des cellules B. (b) L’expansion clonale, la commutation de
classe et le développement des cellules plasmatiques non-GC se produisent dans la région extrafolliculaire
des ganglions lymphatiques. La formation de follicules secondaires, et la commutation de classe précede
I'initiation de la réaction du CG, qui est la voie principale pour la génération des cellules B mémoires. (c)
La polarisation des follicules secondaires, indique I'initiation de la réaction du CG. La DZ est le lieu de
prolifération des centroblastes, de la commutation de classe et de la diversification du BCR via
I'hypermutation somatique. Les centrocytes qui ne proliferent pas, se déplacent vers la LZ et scannent le
réseau de FDC. Les centrocytes qui perdent la capacité de fixer 'antigéne présenté subissent 'apoptose,
alors que ceux qui expriment un BCR de haute affinité peuvent rentrer en compétition pour interagir avec
les Tfh des CG. Une interaction spécifique avec les Tfh des CG requiert une présentation du peptide sur le
CMHII des centrocytes. Ce contact peut induire une nouvelle entrée dans la DZ et un nouveau cycle dans le
CG, ou la sortie du CG en une cellule B mémoire ayant subi la maturation, ou encore cellule plasmatique.
Source: d’aprés Michael McHeyzer-Williams. Dec 2011 - Nature Reviews Immunology

Suite a I’interaction avec les cellules T spécifiques, les cellules B activées, peuvent continuer
leur différenciation dans deux voies bien distinctes. Elles peuvent soit migrer dans la zone
extra-folliculaire pour subir une différenciation en plasmablastes de courte durée de vie, soit
migrer dans les follicules B secondaires et subir une différenciation en cellules B mémoires
ou cellules B plasmatiques (PC) (103). Les signaux permettant a la cellule B naive d’entrer
dans I'une ou I’autre de ces voies, ne sont pas clairs, néanmoins plusieurs études suggerent
que I’affinité du BCR pour I’Ag, la quantité de récepteurs engagés, ainsi que les signaux regus

via les molécules de co-stimulation portées par les Tth sont impliqués (104, 105) (Figure 6)

La réponse anticorps extra-folliculaire

Les cellules B ayant migrées dans les zones extrafolliculaires, apres stimulation antigénique,
subissent le réarrangement isotypique et quittent le LN en tant que plasmablastes de courte
durée de vie. Ces plasmablastes fournissent la premiére réponse anticorps contre I’Ag, bien
que cette réponse soit de modeste affinité comparée aux anticorps générés dans le CG (106,
107). L’expression de marqueurs de cellules plasmatiques tel que CD138 facilite la migration
des plasmablastes vers la zone extrafolliculaire, et ’expression de B lymphocyte maturation
protein-1 (blimp-1) est requise pour la formation de cellules plasmatiques (108). Bien qu’il ait
été suggéré que la réponse anticorps extrafolliculaire ne nécessitait pas d’aide des cellules T,

il semble que les Tth engagées dans la réponse extrafolliculaire soient importantes (109). Ces
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Tth extrafolliculaires expriment faiblement CXCRS et sécretent de I’IL-21 (110). Ces cellules
sont situées a I’interface des zones T/B et n’expriment que peu de PD-1 en contraste aux

cellules Tth des CG, et pourraient représenter des précurseurs des cellules Tth des CG.

(Figure 6)

A.3.4 La réaction du CG

L’étape finale de différentiation des Tth est leur localisation dans les CG, ou elles aident les
cellules B a se différencier en cellules B mémoire spécifiques de I’Ag ou PC. La majorité des
CG Tth acquierent le phénotype CXCRS5+PD-1+Bcl6+ (91, 111-115), et expriment un haut
niveau de « B and T lymphocyte attenuator » (BTLA), ICOS, et CD57 (83, 116). D’autres
molécules ont ét¢ montrées comme étant importantes dans le développement des cellules CG
Tth, comme celles de la famille des récepteurs SLAM et SAP. ICOS est aussi important dans
cette étape, et permet de réguler I’expression de « Kruppel factor 2 ». Le blocage d’ICOS
induit la perte du phénotype Tth et la relocalisation des Tth dans la zone T. Suite a leur
différenciation terminale en cellules CG Tth effectrices, les cellules Tth peuvent alors induire

la réaction des CG.

La génération d’une immunité a long terme dépend du micro-environement spécialisé des
CG, qui permet la production de cellules B mémoires et PC de haute affinité. Les CG sont des
structures transitoires qui se développent dans les follicules B des OLII en réponse a une
stimulation antigénique (117, 118). Le CG est trés efficace, et dans les 7 jours aprés qu’une
cellule B naive ait rencontrée I’Ag, il y a formation de cellules B mémoires et PC (118). Les
CG sont composés principalement de cellules B en prolifération, de cellules Tth et de FDC,

ainsi que de cellules stromales.

Les CG sont organisés en deux zones bien distinctes histologiquement. La zone sombre (DZ)
qui est proximale de la zone T et contient une population dense de cellules B en train de
proliférer, et qu’on appelle les centroblastes. La zone claire (LZ) qui est localisée au pole
distal du CG, ou les cellules appelées centrocytes, sont plus petites et moins serrées, due a la
présence du réseau de FDC (118, 119) qui occupe la majorité de la LZ. Les FDC sont

capables de présenter des Ag non dégradés sous forme de complexes immuns. Les cellules
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Tth sont une autre population majeure localisée dans la LZ du CG et sont cruciales pour

délivrer des signaux aux cellules B permettant leur maturation et leur différenciation (117).

La séparation du CG en deux zones (LZ et DZ) est dépendante des chimiokines CXCL12 et
CXCL13, et de I’expression de CXCR4 (récepteur de CXCL12) et CXCRS (récepteur de
CXCL13) sur les centroblastes et centrocytes. Il semble que CXCRS soit exprimé de maniére
constante entre les centroblastes et centrocytes, alors que les centroblastes montre une
expression plus forte de CXCR4 en comparaison aux centrocytes. CXCL13 est sécrétée par
les cellules stromales et les Tth a partir de la LZ, créant un gradient de concentration de
CXCL13 a partir de la LZ jusqu’a la DZ. A ’opposé, les cellules stromales de la DZ sécrétent
CXCL12 créant un gradient de concentration de la DZ vers la LZ (120). L’expression plus
importante du récepteur CXCR4 sur les centroblastes provoque leur localisation dans la DZ,

tandis que les centrocytes sont attirées dans la LZ.

Prolifération des cellules B, hypermutation somatique et maturation d’affinité

Dans la DZ, les cellules B spécifiques de I’Ag subissent une expansion clonale
s’accompagnant de la SHM de leur BCR (118). La maturation d’affinité du BCR consiste
en I’apport de SHM par I’enzyme AID au niveau des régions variables des chaines lourdes et
légéres des immunoglobulines, changeant I’affinité pour 1’Ag reconnu et diversifiant le
répertoire (121). Dans la LZ, les Tth et FDC sélectionnent les clones B de haute affinité.
D’une part, les cellules B montrant des Ig de faible affinité pour I’Ag, ne vont pas recevoir de
signaux de survie via leur BCR et mourir par apoptose (103) et d’autre part, les clones B avec
une forte affinité, vont présenter plus de peptides sur leur CMH-II et donc étre
préférentiellement sélectionnés par les Tth (120). La sélection par les Tth des cellules B va
induire une augmentation de 1’expression de CXCR4 et donc une migration vers la DZ ou
elles vont proliférer et subir la SHM. Les cellules B subissent plusieurs allers-retours entre la
DZ et LZ, provoquant ainsi plusieurs cycles de prolifération, mutation puis sélection (105),
permettant a terme d’induire des cellules B portant des Ig de haute affinité dirigés conte

I’antigene.

En plus de I’interaction spécifique CMH-II / peptide, de nombreux signaux sont a I’origine de

I’aide apportée par les Tth aux cellules B, notamment I’interaction des molécules de co-
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stimulation CD40/CD40L, OX40/0X40L, ICOS/ICOSL, PD-1/PD-L1, PD-L2, ainsi que les
cytokines, dont I’IL-21 qui participe a la maturation d’affinit¢ des cellules B des CG ainsi

qu’au maintien de leur expression de Bcl-6 (122).

L’AID est aussi impliquée dans le changement d’isotypes durant la réaction du CG. La
commutation de classe est dépendante de I’interaction des cellules B avec les Tth, notamment

via les molécules de co-stimulation, comme CD40 / CD40L, et des cytokines sécrétées (121).

A.3.5 Différenciation des cellules B des CG en plasmablastes et PC

Le processus dynamique qui se déroule dans le CG induit la génération de cellules mémoires
de haute affinité et de PC. Ces deux populations représentent les cellules effectrices de la
réponse humorale secondaire. Durant une réponse humorale secondaire, les PC sont impliqués
dans la sécrétion d’Ig préexistantes, tandis que les cellules B mémoires ayant déja rencontré

I’Ag se différencient en PC (123, 124).

La décision de différenciation vers des cellules B mémoires ou PC est dépendante de
différents facteurs, notamment la durée passée dans le CG et le nombre de cycles de
prolifération subi dans le CG (125). Plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la

différenciation des cellules B activées en cellules B mémoires ou PC.

Les cellules B mémoires vont étre capables de répondre plus rapidement que les cellules
naives apres une stimulation antigénique secondaire (126). Ces cellules seront situées dans les
sites antigéniques de drainage (rate, épithélium des amygdales ou moelle osseuse (BM) (127),
et jusqu’a 40% seront dans la circulation (128). Les cellules B mémoires peuvent &tre aussi
générées via une voie indépendante de celle des CG (129).

Les cellules B mémoires peuvent étre identifiées par I’expression de CD19, CD27, CD38,

CD21, CD25 et de leur isotype (127, 130, 131).

Les cellules plasmatiques

Les plasmablastes et PC sont deux populations montrant une différenciation terminale
produite durant la réaction du CG. Les plasmablastes sont des cellules prolifératives de courte

durée de vie, impliquées dans la réponse anticorps précoce, alors que les PC sont des cellules
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de longue durée de vie qui ne proliférent plus (132). Les deux types cellulaires sont des
cellules productrices d’anticorps (ASC). Les plasmablastes sont les précurseurs des PC. Suite
a leur différenciation, les PC vont se loger pour la majorité dans la BM. L’attraction des PC et
leur rétention dans la BM impliquent notamment le récepteur aux chimiokines CXCR4 et la
production de CXCL12 a partir de la BM. L’expression du facteur de transcription Blimp-1
est requise pour la différenciation en plasmocytes a longue durée de vie, Blimp-1 permettant
¢galement le maintien de ces cellules a un état quiescent dans la BM (133). Ces cellules
seront mobilisables en cas de réexposition a I’Ag et produiront rapidement des anticorps de

haute affinité.

A.3.6 Les Tfh circulantes

Il a ét¢ montré que la population de cellules T CD4+ CXCRS5+ circulantes, qui représente
environ 10-15% des cellules T CD4+ périphériques chez I’homme, partage plusieurs
caractéristiques avec les CG Tfh. Ces cellules périphériques CXCRS5+ sont a présent
dénommées Tth circulantes, ou cTth, car elles possédent la capacité fonctionnelle d'aider les
cellules B. Les cTth stimulées in vitro sécrétent de I’IL-21 et induisent ainsi la commutation

de classe des Ig, avec la sécrétion d’IgG et d'IgA (134, 135).

Les cTth possédent toutefois un phénotype distinct des CG Tth, avec un phénotype plus CM,
une tres faible expression du facteur de transcription Bcl-6, et une plus faible expression des
marqueurs de co-stimulation PD-1 et ICOS. La population cTfh apparait donc au repos par
rapport aux CG Tth, mais est capable de réacquérir les marqueurs PD-1 et Bcl-6 suite a une

activation in vitro ou une réactivation in vivo par vaccination (136).

Les cTth forment une population hétérogéne de cellules, qui on été appelées Tthl, Tth2 ou
Tth17 en lien avec I’expression de leurs chimiorécepteurs, ainsi que leur capacité a sécréter
différentes cytokines, qui rappellent les sous-types traditionnels (Th1, Th2, et Th17). De plus,
la qualit¢ de I’aide fournie aux cellules B dépend du sous-type Tth. Alors que les cellules
Tthl semblent avoir perdu leur capacité d’aide, les cellules Tfh2 induisent la production
d’IgG et d’IgE, tandis que les Tth17 promeuvent la production d’IgG et d’IgA (134). Une
récente étude a montrer que les cellules T CD4+ circulantes exprimant 1I’'IL-21 apres
stimulation sont les cellules les plus proches phénotypiquement et fonctionnellement des CG

Tth (137).
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La question de savoir si les cTth représentent des cellules effectrices, relarguées des organes
lymphoides, ou des cellules mémoires de longue durée de vie capables de recirculer, reste
toujours d’actualité (138). Cependant, une série d’études convergentes montrent le parallele
entre Tfth et cTth, chez la souris comme chez 1'homme. Ainsi, il a été observé une
augmentation parallele des Tth et cTth dans les modeles murins et humains d’auto-immunité
(60, 139, 140). Par ailleurs, plusieurs publications ont également mis en évidence une
augmentation de la fréquence des cTth au pic de la réponse au vaccin anti-grippal, avec la
fréquence des cTth corrélant avec le titre de la réponse anticorps spécifique (66, 137, 141).

L’essai vaccinal Thailandais, connu sous le nom RV144, a été congu pour tester l'efficacité
d’une solution vaccinale contre l'infection par le VIH sur le principe du « prime -boost »
en utilisant une combinaison de deux vaccins, ALVAC (prime) et AIDSVAX (boost).
L'essai a démontré que le schéma vaccinal était slir et modérément efficace pour
prévenir l'infection par le VIH. En effet, les résultats montrent que la combinaison
prime-boost a abaissé le taux d'infection a VIH de 31,2% par rapport au placebo.
Aujourd’hui, il s’agit du seul essai vaccinal permettant d’induire une protection a
I'infection VIH, cette protection est médiée par une production d’anticorps anti-gp120 (142).
Les individus ayant participé a cet essai montrent une fréquence de cTth plus importante que
les échantillons d’individus ayant participé a d’autres protocoles vaccinaux. Dans cette étude
les cTth étaient définis par la capacité des PBMC a produire de I’IL-21 suite a une stimulation
par des immunogenes de Gag et Env (137). Enfin, les Tth des CG sont particulierement
susceptibles a 1’infection / réplication par le VIH et forment I’un des réservoirs majeur de
I’infection a VIH. Une étude montre que les virus détectés dans la population cTth
correspondent aux virus détectés dans les Tth des CG, suggérant donc un lien fort entre la

population des Tth des GC et la population circulante cTth (143).

Nous discuterons des cTth impliquées dans la réponse VIH dans la partie, réponse Tth

associée a une réponse anticorps anti-VIH (cf. C.7.2).
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B. LE VIH

B.1. Découverte et épidémiologie

Le VIH a été originalement découvert en 1983 sous son nom original, Lymphadenopaty
Associated Virus (144). Suite a I’infection, le VIH induit une déplétion massive de ses
principales cibles, les cellules T CD4+, ce qui conduit en définitif au stade du Syndrome
d’ImmunoDéficience Acquise (SIDA). Certaines études rapportant les effets du VIH sur les
cellules T CD4+ précédent la découverte du virus (145). En 2008, lors du 25°™ anniversaire
de la découverte, le prix Nobel a été décerné au Professeur Luc Montagnier et au Professeur
Francoise Barré-Sinoussi. Depuis cette découverte, le VIH est devenu un probléme de santé
publique global menant a plus de 3 décennies de recherche. Les derni¢res études
épidémiologiques rapportent que depuis le début de 1’épidémie, plus de 35 millions de
personnes sont décédées suite a 1’infection par le VIH, et qu’environ 37 millions de personnes
vivent aujourd’hui avec le virus. La prévalence du VIH varie significativement en fonction de
la région concernée, en effet I’Afrique subsaharienne est particulicrement touchée,
représentant 50% des individus vivant avec le virus et 66% des nouveaux cas d’infection se
produisant dans le monde selon le dernier rapport de PONUSIDA GAP 2016. 2,1 millions de
personnes ont été infectées par le VIH-1 en 2015, ce qui représente une baisse de 35% au
cours des quinze derniéres années (Figure 7). Les taux de déclin de l'incidence du VIH
varient selon les différentes parties du monde, soulignant I'importance des différents modes de
transmission. Par exemple, en Amérique latine, la source prédominante de nouveaux cas
d'infection par le VIH est les rapports sexuels entre hommes (HSH), représentant 33% des
infections en République dominicaine et 56% au Pérou. En Afrique subsaharienne cependant,
la transmission hétérosexuelle est le principal facteur contribuant a la propagation du VIH,
avec notamment 80% de la population mondiale de femmes séropositives de plus de 15 ans
résidant dans cette région. Les utilisateurs de drogues injectables représentent 5-10% de la
population mondiale infectée par le VIH, avec un pourcentage de nouvelles infections variant
de 5% en Europe de 1'Est a 28% en Asie. Un rapport du « Centre pour le contrdle et la
prévention des maladies » (CDC) indique qu'au Royaume-Uni, en 2011, 79% de 1'incidence
du VIH chez les hommes était attribuable aux HSH, tandis que chez les femmes, le contact
hétérosexuel était le facteur prédominant et représentait 86% des infections totales a VIH. La
régression globale de l'incidence du VIH peut étre attribuée a de meilleures mesures
préventives et a un traitement antiviral hautement actif (HAART) de plus en plus accessible.

Des études ont signalé différentes mesures prises pour prévenir I'acquisition du VIH telles que
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l'utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre le VIH pour prévenir la transmission
verticale du VIH de la mére a l'enfant, tandis qu'une autre étude démontre l'efficacité

protectrice a long terme de la circoncision masculine (146) (147).

W >49% decrease | 25-49% decrease 0-24% decrease
W >49% increase 25-49% increase 1-24% increase M Data not available

Sources: UNAIDS 2016

Figure 7 : Evolution du nombre de nouvelles infections dans le monde de 2005 a 2015

B.2. Classification et nomenclature

Le VIH fait partie de la famille des Retroviridae. Les membres de cette famille sont définis
principalement par leur mode de réplication. Leur génome constitué¢ d’ARN est transcrit en
ADN grace a la transcriptase inverse (ou RT) puis intégré sous cette forme dans le génome de
la cellule infectée. Cette famille est elle-méme divisée en 7 sous-familles (ou genres), selon
des critéres spécifiques liés a la morphologie, la structure, les propriétés antigéniques et la
pathogénicité des virus (selon « the International Committee on Taxonomy of Viruses »). On
distingue ainsi les Alpha-, les Beta-, les Gamma-, les Delta-, les Epsilon-rétrovirus, les
Spumavirus et enfin les Lentivirus (Figure 8). Le VIH appartient a cette derniére sous-
famille, laquelle comprend des virus généralement cytopathogeénes, non oncogenes et

responsables de maladies a évolution lente présentant une longue période d’incubation.
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Les lentivirus infectent principalement les cellules du systéme immunitaire (macrophages et
cellules T CD4+), ce qui conduit généralement a des immunodéficiences sur des périodes
relativement longues (148). Un autre caractere distinctif des membres de cette sous-famille, et
notamment le VIH, est leur capacité a infecter des cellules quiescentes et/ou en phase de
différenciation terminale. Une fois le génome viral intégré a celui de la cellule cible, une
phase de latence peut s’établir avant I’expression des protéines virales, cela permettant au
virus d’échapper a la réponse immunitaire de 1’hote. L’existence de ces cellules réservoirs
(infectées de fagon latente) est considérée comme un obstacle majeur a 1’éradication du VIH
chez les patients sous thérapie antirétrovirale (149). Les génomes viraux peuvent
alternativement étre traduits et exprimer 1’ensemble des protéines essentielles et accessoires

requises a la formation de nouvelles particules virales.

B.3. La diversité

Le VIH-1 est un rétrovirus (150) qui peut étre classé en quatre groupes, en fonction des quatre
transmissions zoonotiques répertoriées, trois a partir des chimpanzés (groupe M, N, et O) et
une provenant des gorilles (groupe P). La principale pandémie provient du groupe M qui a
divergé en neufs clades : A-D, F-H, J et K (151). Dans ce groupe M, la variabilité génétique
entre les différents clades est d’environ 15% pour le géne codant pour la capside gag, et 25%
pour le géne de I’enveloppe env (152). De plus, les clades A et F sont séparés en groupes

d’isolats viraux formant des clades soeurs génétiquement apparentés, dénommés sous-
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soustypes A1-A2 et F1-F2 respectivement (153, 154). Les nouvelles méthodes de séquencage
ont révélé des évenements de recombinaison entre les sous-types, qui sont censés provenir
d’individus infectés par de multiples clades. Les formes circulantes recombinées (FCR) sont
définies comme des souches recombinantes si elles sont identifiées au moins dans trois
individus non liés épidemiologiquement (155). La circulation de multiples souches parentales
et de FCR au sein de la méme population augmente le risque de « superinfection » d’un
individu. L’infection par plusieurs souches du VIH-1 peut induire la génération de multiples
formes recombinantes chez cet individu. Ces nouveaux recombinants appelés formes
recombinantes uniques (FRU) deviennent FCR si ils se propagent dans la population (156). A
I’exception de I’ Afrique subsaharienne ou la plupart des clades, les FCR et plusieurs FRU ont
été détectés, chaque clade a un profil de distribution géographique spécifique. Le clade C du
VIH-1, qui prédomine en Afrique et en Inde, était responsable de 48% des cas d’infection en
2007. Dans les Amériques, I’Europe de 1’ouest, 1’ Australie et le Japon les virus du clade B
sont dominants (157). Le clade A est prédominant dans les régions d’Afrique centrale et de
I’Est (Kenya, Ugande, Tanzanie et Rwanda) mais aussi dans les pays de 1I’Europe de 1’Est
constituant autrefois 1’Union Soviétique. Les FCR représentent plus de 18% de I’infection par
VIH-1 et représentent la forme virale prédominante en Asie du Sud-Est ainsi qu’en Afrique de

I’Ouest (Figure 9) (158-161).

A B and CRFO1_AE

mbinant forms

d other recombinant forms

D Insufficient data

Figure 9: Distribution globale des différents sous-types de VIH-1 et des
formes recombinantes de ces derniers.
Source: D’apres Taylor BS. N Engl ] Med
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B.4. L’origine

L’importante hétérogénéité génétique du VIH-1, résultant des erreurs de la transcription
inverse lors des étapes précoces du cycle de réplication (162), de la réplication rapide du virus
(163), de la pression de sélection du systéme immunitaire (164), et des événements de
recombinaison durant la réplication, nous indique que le virus doit circuler chez 1’humain

depuis de nombreuses années.

L’épicentre de la diversité du groupe M est situé a Kinshasa, capitale de la République
démocratique du Congo (165). Les études d’évolution moléculaire du VIH-1 suggerent que
I’ancétre du groupe M remonte aux années 1920. L’étude se base sur la caractérisation
moléculaire de deux virus identifiés dans les années 60 a Kinshasa qui s’étaient déja

considérablement diversifiés a ce moment-la (166).

L’origine des groupes VIH-1 M, N et O a ¢été identifi¢ comme provenant de souches du Virus
de ’Immunodéficience Simien (SIV) infectant une sous-espeéce de chimpanzés dans le sud-est
du Cameroun (SIVcpz, sous-espéce Pan troglodytes) (167). Ce modele de transmission
zoonotique est soutenu par plusieurs études démontrant que: (i) les groupes M, N et O co-
circulent dans des populations humaines en Afrique équatoriale de 1'Ouest et que (ii) des
souches virales étroitement liées ont ét¢ isolées a partir de chimpanzés infectés (168). Les
analyses phylogénétiques prédisent que différentes lignées SIVcpz sont & 1’origine des
différents groupes VIH-1 M, N et O, suggérant ainsi que le saut entre espéces doit avoir eu
lieu sur au moins trois événements de transmission SIVcpz distincts (155). Le groupe M du
VIH-1 semble s’étre efficacement adapté a 1’hdte humain, comme en témoigne sa diffusion
mondiale et la génération de multiples sous-types génétiques. Les groupes N et O, cependant,
se sont adaptés moins efficacement aux humains et restent endémiques au niveau du
Cameroun et des pays voisins de 1'Afrique centrale occidentale (169, 170). De plus, c'est la
recombinaison de SIVcpz avec des virus similaires au VIH-1, qui a donné naissance au
groupe VIH-1 N (171), et le degré élevé d'homologie de séquences entre le groupe N du VIH-
1 et SIVcpz indique que ce saut zoonotique est assez récent. L hypothese la plus probable est
que la transmission zoonotique s'est produite par l'exposition au sang et aux fluides corporels
contaminés pendant la chasse (172). La diversification précoce du VIH-1 s'est produite a
Kinshasa, on pense alors que le virus s’est propagé dans ces régions par des voies navigables

tel que des fleuves ou rivicres, qui servaient de routes principales de voyage et commerce a
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I’époque (173). Le SIVcpz lui-méme est issu de la recombinaison entre les ancétres du
SIVrem (Mangabey enfumé, Cercocebus torquatus) et du SIVgsn (Hocheur, Cercopithecus

nictitans) chez des chimpanzés ou un héte intermédiaire (174).

Les transmissions virales des primates non humains aux hdtes humains se produisent depuis
des siecles. Cependant, ce n'est qu'au vingtiéme siécle que ces virus sont devenus manifestes
au niveau de la population humaine. Parmi les facteurs contribuant a la large diffusion du
VIH, citons la colonisation, l'urbanisation et l'utilisation généralisée d'aiguilles injectables

(175-177).

B.5. Le VIH-2

Le VIH-2, un rétrovirus étroitement li¢ au VIH-1, qui aurait ét¢ issu des sooty mangabeys, a
d'abord été confiné a I'Afrique de 1'Ouest (178). Cependant, le VIH-2 a commencé a migrer
vers d'autres régions d'Afrique, 1'Inde, I'Europe et les Etats-Unis (179). Phylogénétiquement,
le VIH-2 peut étre classé en deux grands groupes, A et B, qui se sont propagés parmi la
population humaine. Six lignées supplémentaires du VIH-2 ont ¢été identifiées, mais ces
souches restent confinées a des cas isolés (180). Malgré I'homologie de séquence avec le
VIH-1 et les modes de transmission similaires, le VIH-2 est connu pour étre cliniquement
moins agressif avec une progression plus lente de la maladie et une phase asymptomatique
plus longue (181, 182). La transmission du VIH-2 a partir des souches de SIV de sooty
mangabeys semble plus récente que celle du VIH-1 groupe M, datant des années 1940-50
(183).

B.6. VIH-1 : structure et organisation génomique

B.6.1 Structure de la particule

La particule virale du VIH contient deux copies d’ARN monocaténaire de polarité positive, et
les enzymes nécessaires au cycle de réplication virale: la protéase (PR), la transcriptase
inverse (RT) et l'intégrase (IN) (184). Le génome du VIH, d’une taille d’environ 9 kb, est
situé dans la capside virale, qui est composée de protéines Gag p24. Le génome contient trois
genes structurels (gag, pol et env), ainsi que deux génes régulateurs (tat et rev) et quatre

accessoires (vif, vpr, vpu et nef) (185). Les séquences LTR (Long Terminal Repeat) en 5 'et 3'
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flanquent le génome du VIH et sont essentielles pour l'initiation et la fin de la transcription.
Le processus de maturation du virion implique le clivage via la protéase du précurseur
polyprotéique Gag en ses composants de base: matrice (MA), capside (CA), nucléocapside

(NC) et une séquence peptidique supplémentaire (p6) (186).
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Capsid (p24 core antigen)
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Reverse transcriptase (RT)
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Figure 10: Structure du VIH et composition génomique.

(A)Représentation schématique d'un virion VIH mature. Le VIH est composé d'une enveloppe
virale qui entoure des protéines virales de matrice, qui elles méme enferment la capside virale.
Au sein de la capside se trouvent le génome viral et ses enzymes. (B) Coupes centrales d'une
particule virale immature (panel haut) et mature (panel bas) observées par microscopie
électronique. Le virion, en forme de spheére, mesure approximativement 130 nm de diameétre.
(C) Carte génomique décrivant les fonctions des génes accesoires et régulateurs.

Source: Shum KT Pharmaceuticals (Basel). 2013 et Ganser-Pornillos BK Curr Opin Struct Biol.
2008

Dans les virions matures du VIH, la capside est entourée par la matrice virale, qui est
composée de la protéine Gag pl7 et d'une membrane en bicouche lipidique dérivée de 1'hote
cellulaire. L'enveloppe virale du VIH, la glycoprotéine 160 (gpl60) est clivée par les
endonucléases cellulaires pour produire ses deux sous-unités: la gp41 transmembranaire et la
gp120 de surface (187). Ces deux sous-unités d'enveloppe sont associées par des liaisons non
covalentes et sont nécessaires pour l'initiation d'un nouveau cycle infectieux en induisant la

fusion de la membrane virale avec celle de la cellule hote (Figure 10).

48



B.6.2 Cycle de réplication

Le cycle de réplication du VIH se compose de sept €tapes, qui comprennent : la liaison des

récepteurs / corécepteurs, la fusion et I'entrée, la décapsidation, la transcription inverse,

l'intégration des provirus dans le génome de 1'hote, la transcription des provirus, la synthése

des protéines virales, I'assemblage et le bourgeonnement (Figure 11).
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Figure 11: Cycle de réplication du VIH-1

L’infection démarre quand les triméres des glycoprotéines d’enveloppe engagent CD4 et le
corécepteur CCR5 ou CXCR4, ce qui conduit a la fusion des membranes virale et cellulaire et a
I'entrée de la nucléocapside dans la cellule. La décapsidation partielle facilite la rétrotranscription
qui a son terme conduit a la formation du complexe de pré-intégration (PIC). Faisant suite a son
import dans le noyau cellulaire, I'intégrase associée au PIC orchestre l'intégration de I’ADN proviral
au sein du génome cellulaire. La transcription du provirus, réalisée par I'’ARN polymérase II
cellulaire, conduit a la formation d’ARNm viraux de différentes tailles. L’ARNm sert de modéle pour
la production des protéines virales, et le génome ARN est incorporé dans les particules virales en
formation avec les composants protéiques. Le bourgeonnement de la particule virale et son
relargage a partir de la membrane cellulaire sont réalisés par la machinerie ESCRT. Le cycle se
termine par la maturation des précurseurs polyprotéiques du virus par la protéase virale afin de
créer les particules virales matures infectieuses.

Source: D’apres Coiras M Nat Rev Microbiol. 2009
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L’entrée et la fusion

L’entrée virale est initiée par la liaison de la gpl20 au récepteur primaire CD4. Cette
interaction conduit a des changements conformationnels de la gp120 et a I’exposition de sites
de liaison & I'un ou I’autre des deux récepteurs de chimiokines CCRS5 ou CXCR4 utilisés
comme corécepteur. La liaison au corécepteur permet le rapprochement des membranes virale
et cellulaire et I’insertion de la partie N-terminale de la gp41, contenant le peptide de fusion,
dans la membrane de la cellule cible. La gp41 se replie alors, rapprochant ainsi davantage les
membranes virale et cellulaire et favorisant leur fusion (Figure 12). L’entrée virale est un
processus coopératif régulé par différents paramétres. Elle dépend en premier lieu de la
température, celle-ci ne pouvant se dérouler en dessous de 25°C et étant maximale a 37°C
(188, 189). Elle dépend de la densité surfacique des récepteurs du virus a la surface de la
cellule cible. Plusieurs molécules de CD4 et de corécepteurs sont requises lors de 1’entrée
virale. Il a été estimé que 5 molécules de corécepteurs sont nécessaires a I’entrée (190), ce
nombre est variable en fonction de I’expression de CD4 (191), et de I’affinité des enveloppes
pour le corécepteur (192). Plusieurs trimeres d’enveloppe sont également nécessaires pour
former le pore de fusion (193), deux a trois en moyenne pour réaliser une infection productive
(194). Ce nombre peut cependant augmenter dans le cas de virus dont I’infectivité est faible
(194). L’entrée virale se conclut enfin par la pénétration de la nucléocapside dans le

cytoplasme de la cellule cible (pour revue voir (195)).
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Figure 12: Mécanisme d’entrée du VIH dans ses cellules cibles. L’entrée virale débute par la
liaison de la gp120 au récepteur primaire CD4. Cette interaction induit une modification
conformationnelle de la gp120 qui révéle un site de liaison pour un corécepteur (CCR5 ou
CXCR4). La liaison au corécepteur rapproche les membranes virale et cellulaire, ce qui permet au
peptide de fusion a 'extrémité N-ter de la gp41 de s’insérer dans la membrane plasmique de la
cellule cible. La gp41 se replie et se forme alors un faisceau de 6 hélices (le « 6-helix bundle »)
permettant le rapprochement et la fusion des membranes virale et cellulaire.

Source: D’apres Wilen CB. Cold Spring Harb Perspect Med. 2012
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La transcription inverse

Une fois que I'ARN viral et que les enzymes sont entrés dans le cytoplasme de la cellule, le
processus de transcription inverse est initié. Cette étape est réalisée par la RT codée par le
virus, qui est une enzyme multifonctionnelle possédant a la fois une activité polymérase et
RNase. Ce processus est constitu¢ de trois étapes séquentielles. Tout d'abord, la RT, en
utilisant 1'amorce tRNA cellulaire, transcrit I'ARN viral monocaténaire en un hybride double
brin ARN / ADNc. Ensuite, ’ARN proviral est dégradé par ’activit¢ RNase de la RT. Enfin,
|'étape finale de la syntheése de I'ADN proviral implique l'extension du brin d'ADNc positif
avec comme matrice I’ADNc négatif néosynthétisé. Cette extension requiert comme amorce

la polypurine (PPT) de la région 3 'de ' ARN dégradé (196).

Le processus de transcription inverse est trés enclin aux erreurs, en moyenne une substitution
par génome se produit lors d’une étape de réplication complete (197, 198). Ceci contribue a la
grande diversité du génome du VIH, ce qui facilite I'évasion aux mécanismes de défense
immunitaire de I'hdte. La phase de transcription inverse est également une cible pour les
facteurs de restriction de 1'hote, tels que APOBEC3G et SAMHDI1 (pour le VIH-2) (199),
visant a empécher la réplication virale (C.f B.7.2 - Les acteurs de 1’entrée virale - ’entrée ne

correle pas toujours avec infection/ réplication — Les facteurs de restriction).

L'ADN viral nouvellement synthétisé forme un vaste complexe de nucléoprotéines composé
de protéines virales et cellulaires, connu sous le nom de complexe de pré-intégration (PIC),

avec notamment la capside, Vpr et l'intégrase comme composants viraux.
9

Intégration et transcription

L'intégrase utilise ses propriétés caryophiles pour favoriser la migration de ce complexe dans
le noyau de I'hote et catalyse l'intégration de I'ADN viral dans le génome de 1'hote (200, 201).
Les monocytes, les macrophages et les cellules T CD4+ quiescentes infectées de maniére
latente contiennent des virus intégrés et sont des réservoirs cellulaires importants du VIH
(202). L’ ADN viral est ainsi transmis aux cellules filles a chaque mitose. Lors de 1'activation
cellulaire, 'ADN viral intégré est transcrit par I'ARN polymérase II cellulaire. Elle démarre a
partir du promoteur LTR en 5’ et conduit a la synthése d’'un ARN messager entier d’environ 9

kb qui sera multi-épissé en plusieurs transcrits permettant la synthése précoce dans le
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cytoplasme des protéines régulatrices Tat, Nef et Rev qui seront réimportées dans le noyau.
Tat y régulera I’¢longation de la transcription et Rev jouera un role dans le transport de
I’ARN génomique complet ou épissé vers le cytoplasme (203, 204). Des ARNm viraux mono
et non-épissés seront enfin synthétisés tardivement et traduits en précurseurs protéiques a
I’origine des protéines structurales et enzymatiques nécessaires a la formation de nouveaux
virions. Apres la transcription, certains ARN viraux seront également capables d’échapper
aux phénomenes d’épissage. Ces derniers seront alors exportés vers le cytoplasme, puis

acheminés vers les sites d’assemblage des virus auxquels ils serviront de génome.

Assemblage, bourgeonnement et maturation

L’assemblage de nouvelles particules se déroule au niveau de la membrane plasmique, au sein
de microdomaines membranaires riches en cholestérol (205). Les protéines virales Pr55%° et
Pr1602°¢™° controleront cet assemblage, impliquant la formation de particules sphériques, le
recrutement des protéines Env au site de bourgeonnement du virus et ’empaquetage de
I’ARN génomique (206, 207). Tous ces événements sont concomitants. La partie N-terminale
de Gag (MA, pl7) sera responsable de I’adressage de la polyprotéine Gag a la membrane
plasmique. Elle jouera aussi un role dans le recrutement des protéines Env via les interactions
qu’elle établit avec la gp41 (208, 209). L’oligomérisation du domaine central de Gag (CA,
p24) conduira a la formation de la capside virale. La partie NC de Gag capturera le génome
viral pendant 1’assemblage (210). Les virions acquierent leur membrane lipidique au sein de
laquelle se trouvent les spicules trimériques de leur glycoprotéine d’enveloppe au moment de
leur bourgeonnement de la surface cellulaire notamment sous la dépendance de la machinerie
cellulaire ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) (211). Parallelement
a cela, le clivage des polyprotéines Pr558* et Pr160%*¢** en protéines matures MA, CA, NC et
p6 par la protéase virale complétera la maturation du virion en une particule infectieuse

mature.
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B.7. Susceptibilité des cellules T CD4+ a I’entrée du VIH

B.7.1 Le tropisme et les cellules cibles

Tropisme

Le tropisme d’un virus se définit comme sa capacité a infecter de maniere préférentielle tel ou
tel type de cellule. La découverte des corécepteurs du VIH-1 (212-214) dans le courant du
milieu des années 1990 a permis de définir cette notion de tropisme viral, les virus
interagissant avec CCRS5 étant qualifiés de virus a tropisme RS, ceux utilisant CXCR4 de
virus a tropisme X4, et enfin ceux pouvant interagir avec les deux types de corécepteurs de
virus a tropisme double R5/X4. La présence d’un corécepteur donné a la surface d’une cellule
ne suffit pas toujours a prédire le tropisme cellulaire d’un virus (215-217). Le tropisme d’un
virus n’est donc pas seulement dépendant du type de corécepteur utiliser, mais également de

I’environnement cellulaire dans lequel ce corécepteur est présent.

Les cellules cibles

Différents types de cellules du systéeme immunitaire effectrices et présentatrices de 1’antigéne
vont étre la cible du VIH-1. Les cellules T CD4+ représentent la population cellulaire cible
principale du VIH-1. La diminution de leur quantité, a I’origine de 1’immunodéficience,
constitue la principale manifestation immunopathologique induite par le virus. La
susceptibilité a I’infection des cellules T CD4+ dépend de leur niveau d’expression de CCRS

relatif a leur état d’activation et de différenciation.

Les DC sont une autre catégorie de cellules cibles du VIH-1 qui représentent une
population cruciale dans l'infection par le VIH, car elles influencent la transmission

virale, l'infection des cellules cibles et la présentation de 1'antigene des antigenes du VIH.

Les tissus de la peau et des muqueuses sont peuplés par des DC immatures, qui sont
caractérisées par leur localisation spécifique et l'expression de leurs récepteurs de
surface cellulaire. Les DCs expriment de nombreux récepteurs de reconnaissance de
motifs qui interagissent avec des moléculairess moléculaires associés a des agents
pathogeénes. Chez les DC les récepteurs de lectine de type C (CLR) sont une classe

majeure de récepteurs de reconnaissance de motifs permettant de discriminer les sous-
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populations de DC. Trois sous-populations de DC ont été identifiées: les cellules de
Langerhans épidermiques CD207+, les DC CD14 + dermiques, et les DC CD14-CD207-
CD1a+. Les cellules de Langerhans exprimant spécifiquement le CLR CD207 (Langerin)
sont principalement retrouvées dans la couche épidermique alors que la sous-
population de DC dermiques, dont certaines expriment le CLR DC-SIGN, sont présentes
dans tout le derme. Dans le sang périphérique il y a au moins deux populations majeurs
de DC, les DC myeloides CD11c+ ou les DC plasmocytoides (CD11c- CD123+) qui
produisent de L’'IFN de type I en réponse a une stimulation antigénique {Ahmed, 2015

#20.

Lors de la rencontre d'un agent pathogene, les DC subissent leur maturation. Au cours
de la maturation, les DC régulent positivement les molécules sur leur surface telles que
le complexe majeur d'histocompatibilité de classe II, CD80, CD83, CD86 et CD40, qui
sont importants pour la présentation de l'antigene et la stimulation des cellules T. Les
DC migrent alors de la périphérie vers les organes lymphoides secondaires ou ils

peuvent induire des réponses T CD8 + et CD4 + {Banchereau, 1998 #21}.

Les cellules DC immatures présentes au niveau des muqueuses épithéliales (muqueuses
vaginales et anales) sont les premieres cibles du VIH. Suite a leur maturation les DC
infectées migrent jusqu'aux LN et vont participer a la dissémination de l'infection,
notamment via un mécanisme de trans-infection des cellules T CD4+, durant la

présentation de l'antigene, via la synapse immunologique (218).

Les cellules DC immatures expriment peu de récepteurs CD4 et CCR5 a leur surface
(219), la molécule DC-SIGN qui interagit avec les glycoprotéines d’enveloppes du VIH
avec une haute affinité, jouerait un role clef pour concentrer le virus a la surface
cellulaire (220). Suite a la maturation des DC, DC-SIGN est régulée a la baisse, pourtant
la capture et la trans-infection par le VIH-1 sont fortement renforcées. Ce phénomene
s’effectue par une voie de capture indépendante des glycoprotéines, il a été montré que
la lectine 1 de type Ig (Siglec-1, CD169), qui est fortement exprimée sur les DC matures
pouvait fixer spécifiquement les gangliosides membranaires contenant du sialyllactose

incorporé dans la membrane virale (221).
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Les macrophages sont un autre type important de cellules cibles. Comme les DC, ces cellules
sont présentes au sein des muqueuses. Il existe deux types de macrophages, les cellules
dérivées de monocytes circulant qui sont indivisibles et les macrophages résidants capables
d’auto-renouvellement. La différenciation des monocytes en macrophages s’accompagne
d’une augmentation de I’expression de CCRS5 a la surface cellulaire, et donc d’une
augmentation de la susceptibilité de ces dernicres a I’infection (222). Pour autant, nombre de
virus R5 sont incapables d’infecter les macrophages. Le facteur de restriction SAMHDI, est

un ¢élément clef limitant la réplication du VIH dans ces cellules (223).

B.7.2 Les acteurs de I’entrée virale

CD4 : le récepteur primaire de I'entrée virale

CD4 est une glycoprotéine transmembranaire de la superfamille des immunoglobulines (224).
Elle est exprimée a la surface de trés nombreux types cellulaires, les lymphocytes T CD4+,
(225), les monocytes et les macrophages (226), les DC et les cellules de Langerhans (LC)
(227), des cellules du CNS comme les cellules micirogliales (226), et les cellules
progénitrices myéloides et lymphoides issues des cellules souches hématopoiétiques (228). La
molécule CD4 est composée d’un domaine N-terminal extracellulaire de 370 acides aminés
constitu¢é de quatre domaines de type immunoglobuline (D1 a D4), d’un segment
transmembranaire de 25 acides aminés, et d’'un domaine C-terminal cytoplasmique de 38
résidus pouvant lier la tyrosine kinase p56lck.

Des études de mutagenese dirigée ont montré que les déterminants moléculaires de CD4
impliqués dans son interaction avec la gp120 se situent au niveau de son domaine D1, et plus
particuliérement au niveau de son domaine CDR2 (229-231). A ce niveau, deux résidus
semblent plus particuliérement impliqués, Phe43 et Arg59, dont les mutations réduisent

drastiquement 1’affinité du récepteur pour la gp120 (jusqu’a 500 fois pour Phe43).

Les corécepteurs de I’entrée virale

Les corécepteurs de I’entrée virale CCRS et CXCR4 sont des récepteurs de chimiokines

appartenant a la superfamille des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux

protéines G (RCPG) (Figure 13).
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Figure 13: Représentation schématique
de CCR5. Le récepteur contient sept
domaines transmembranaires
hydrophobes (TM1 a TM7), reliés par trois
boucles intracellulaires (I1, 12, I13) et trois
extracellulaires (E1, E2, E3). Un pont
disulfure relie E1 a E2. L’extrémité amino-
terminale (NH2) est extracellulaire,
I'extrémité carboxy-terminale (COOH) est
intracellulaire.  Cette derniere peut
présenter un ou plusieurs ancrages
lipidiques dans la membrane, cela créant
une quatrieme boucle, 14.

Source: Bockaert J. EMBO J. 1999

Ces récepteurs possedent un domaine N-terminal extracellulaire, un domaine C-terminal
intracellulaire et sept hélices o transmembranaires connectées par trois boucles
intracellulaires (ICL1-3) et trois boucles extracellulaires (ECL1-3). Les récepteurs de
chimiokines appartiennent au sous-groupe gamma de la classe A des RCPGs. Les
chimiokines dont ils sont les récepteurs sont une famille de cytokines généralement solubles
de faible poids moléculaire (8 a 12 kDa) dont la fonction principale est d’induire la
chimiotaxie des cellules. Les chimiokines sont impliquées dans la régulation de nombreuses
fonctions homéostatiques (e.g. organogencse, contrdole du trafic leucocytaire) et/ou
inflammatoires (recrutement de leucocytes au site d’inflammation ou de blessure) dans

I’organisme (232).

Au plan structural, ces chimiokines se subdivisent en quatre sous-groupes, en fonction du
nombre et de la position des deux premicres cystéines de leur extrémité N-terminale. C’est
ainsi que 1’on distingue la famille CC a laquelle appartiennent les chimiokines de CCRS, et
dans laquelle les deux résidus cys sont adjacents, et la famille CXC, a laquelle appartient la
chimiokine de CXCR4 CXCL12 et dans laquelle les deux cystéines sont séparées par un

résidu quelconque.
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CCR5
Structure

La protéine, dont la structure en complexe avec 1’agoniste inverse MVC a été rapportée
récemment (233), se compose de 352 acides aminés pour un poids moléculaire de 40,6 kDa.

Diverses modifications post-traductionnelles de CCRS sont importantes pour son
fonctionnement, notamment au niveau de son extrémité carboxy-terminale. Trois cystéines
sont palmitoylées (234, 235). Ces palmitoylations ancrent ’extrémité C-terminale a la
membrane plasmique (236). L extrémité N-terminale est également un domaine du récepteur
largement modifiée post-traductionnellement. Ce domaine est impliqué dans la liaison des
chimiokines et de la glycoprotéine d’enveloppe du VIH (237-243) . L’extrémité N-terminale
en particulier contient 4 tyrosines dont la sulfatation est critique pour la liaison du VIH (244,

245).

CCRS5 existe sous différentes formes/conformations.

Différentes données ont montré que CCRS est en équilibre entre des conformations inactives
et actives, dépendantes notamment du couplage aux protéines G (246-248).

Colin et al. ont montré que les chimiokines et les virus via leurs gp120 reconnaissaient avec
différentes affinités ces différentes conformations de récepteurs. La gp120 était capable de
reconnaitre les conformations actives et inactives de CCRS avec la méme efficacité, alors que
les chimiokines naturelles ne reconnaissait efficacement que les formes actives, expliquant
I’échappement viral a I’action inhibitrice des chimiokines (249).

Par ailleurs, des expériences de saturation de la liaison d’anticorps monoclonaux dirigés
contre différents épitopes de CCRS ont révélé ’existence de nombreuses populations de
CCRS5 différentes dont les propriétés antigéniques varient (240, 250, 251). La reconnaissance
par différents anticorps monoclonaux des différentes populations de CCRS5 est dépendante de
la conformation et des modifications post-traductionelles de CCRS. Certains de ces auteurs
ont par ailleurs montré que les proportions relatives de ces différentes populations varient
d’un type cellulaire a I’autre et que celles-ci sont différentiellement utilisées par différentes
souches de VIH-1 (250, 252).

Ces nombreuses conformations sont non seulement régulées par les protéines G, mais
¢galement par ’intermédiaire d’autres facteurs tels que I’interaction avec les B-arrestines, la
dimérisation des récepteurs, 1’interaction avec CD4, I’environnement lipidique...(253-255),

dont les mécanismes de régulation reste encore inconnus.
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Les ligands de CCR5

Les chimiokines

Les ligands naturels de CCRS5 (R5-CHK) sont représentés par plus d’une dizaine de
chimiokines de type CC, a savoir CCL2 (aussi appelé suivant 1’ancienne nomenclature
utilisée pour nommer les chimiokines MCP-1 pour Monocyte Chemoattractant Protein-1),
CCL3 (MIP-la pour Macrophage Inflammatory Protein-1a), CCL4 (MIP-1B), CCLS5
(RANTES pour Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted), CCL7
(MCP-3), CCL8 (MCP-2), CCL11 (Eotaxine-1), CCL13 (MCP-4), CCL14 (HCC-1) et
CCL16 (232, 256).

Ces R5-CHKSs sont sécrétées par différents types de cellules immunitaires, dont certaines sont
la cible du VIH, mais aussi par les cellules épithéliales (257). CCL3 et CCL4 sont par
exemple synthétisées en forte quantité par les macrophages, les lymphocytes (T et B), les DC,
les mastocytes et les cellules NK. La protéine CCLS sera elle produite abondamment par les
cellules T CD8+ et les cellules T CD4+ Thl. La production de certaines de ces chimiokines
au site de I’inflammation jouera un rdle clé dans le recrutement de cellules immunitaires
effectrices ou APC.

La plupart des R5-CHK sont des agonistes, c’est a dire que leur liaison a CCRS conduit a
I’activation de protéines G et a I’induction de sa voie de signalisation (258). L activation des
protéines G suite a la fixation des chimiokines conduit a I’internalisation du récepteur par un
mécanisme B-arrestine dépendant (259). Trois de ces R5-CHK, i.e. CCL3, CCL4 et CCL5 ont
des affinités extrémement ¢levées pour CCRS, avec des constantes de dissociation Kp pour
I’interaction avec CCRS inférieures a 1 nM (256). Ces chimiokines se lient principalement sur

les parties extracellulaires du récepteur, I’extrémité N-terminale et ECL2 (243, 260).

La glycoprotéine d’enveloppe de VIH-1 gp120

La gp120 est la sous-unité de surface de la glycoprotéine d’enveloppe de VIH-1. Elle est ainsi
nommeée en raison de son poids moléculaire d’environ 120 kDa. La gp120 est divisée en 5
régions conservées (C1 a C5) et 5 régions hypervariables (V1 a V5) (261, 262).

La premicre structure cristallographique publiée d’une gpl120 fut celle du noyau (core en
anglais) de la glycoprotéine de la souche de VIH-1 HXBc2 en 1998 (263) (Figure 14). Cette

structure a permis de comprendre le role de la gp120 dans I’entrée virale, son interaction avec
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CD4, la nature des changements conformationnels de la gp120 induits par cette interaction et

sa liaison au corécepteur.
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Figure 14 : Structures du noyau de gp120 liées ou non a CD4 -

D’apres (263, 264).

Les panels a et b figurent une gp120 de SIV non liée a CD4 (a) (d’apres Chen et al., 2005) et le core de la
gp120 de la souche de VIH-1 HXB2 liée a CD4 (b) (d’aprés Kwong et al., 1998). La gp120 est formée de 5
régions variables (V1 a V5) séparant 5 régions conservées (C1 a C5) qui s’organisent en un domaine
interne et un domaine externe. La liaison au CD4 induit d'importants changements conformationnels qui
entrainent la formation et I'exposition de sites de liaison au corécepteur notamment le « bridging sheet »
constitué d’une structure en 4 feuillets § antiparalleles séparant les domaines interne et externe de la
glycoprotéine.

Les résidus de la gp120 en contact de CD4 sont issus de segments distincts de la gp120, en
particulier la tige de la boucle V1/V2, les domaines C2, C4 (incluant les feuillets B20 et f21
du «bridging sheet » (BS)) et C5. L’interaction de ces résidus avec CD4 va induire une
modification conformationnelle de la gp120 via la formation et I’exposition de sites de liaison
au corécepteur notamment le BS.

L’interaction avec CD4 conduit a des changements conformationnels et une réorientation des
gpl20 aboutissant a une conformation ouverte du trimére (265). L’ouverture du trimére
conduit en premier lieu a un réarrangement conformationel de la gp41 la préparant a la fusion
proprement dites et amenant a rapprocher les membranes virale et cellulaire (266). Une autre
conséquence majeure de la liaison & CD4 est 1’exposition de la boucle V3 de la gp120 pour
interagir avec le corécepteur (267, 268).

Les différents modeles d’interaction de la gp120 a CCRS suggerent que la pointe de la boucle
V3 de la gpl120 interagit avec ECL2, alors que la base de V3 et le BS lient le domaine N-
terminal du corécepteur (267-270). La sulfatation des tyrosines du domaine N-terminal du

récepteur est essentielle a la liaison de la glycoprotéine d’enveloppe du virus, notamment
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par les interactions qu’elles établissent avec des groupements cationiques de la boucle V3 et

du BS (237, 271).

Fonction de CCR5

CCRS est impliqué dans la chimiotaxie et I’activation des leucocytes et ce faisant joue un rdle
clé dans la réponse immunitaire innée et ’initiation de réponses adaptatives (272). Lors du
recrutement aux site de 1’inflammation, CCRS5 contrdolera la migration des leucocytes a
I’intérieur des vaisseaux sanguins ainsi que le processus de diapédése au cours duquel, les
cellules traversent la paroi des capillaires pour s’accumuler dans les tissus émettant les
signaux de I’inflammation (273, 274). La stimulation par les chimiokines provoquera dans les
secondes qui suivent un changement radical et immédiat dans la forme de la cellule nécessaire
au processus de chimiotactisme. Des réarrangements du cytosquelette sont a la base de ces
transformations. La polymérisation et la dissociation simultanée des filaments d’actine
meneront a la formation de lamellipodes qui représentent des extrusions du cytoplasme qui

servent d’appuis a la cellule pour son déplacement lors de son recrutement (275, 276).

Expression de CCR5 dans les cellules T CD4+ et susceptibilité a I'infection / progression

La densité de récepteurs CD4 et CCRS a la surface des cellules est un important facteur dans
I’infection a VIH. Alors que les cellules T CD4+ circulantes du sang ont une densité
membranaire pour CD4 relativement constante (277), 1’expression de CCRS5 est trés variable
entre les individus (278). Platt et al. démontrent 1’importance de la densité de CCRS, en
montrant qu’en dessous de 10000 récepteurs CCRS par cellule, il y a une forte diminution de
I’infectivité du VIH (191).

Le lien entre I’expression de CCRS5 et la progression vers le SIDA est maintenant clair, CCR5
¢tant ’'un des seuls marqueurs génétiques de protection avéré dans le controle de I’infection a
VIH.

En effet, les individus portant la mutation delta 32 (A32) sur CCRS, mutation qui abolit toute
expression de CCRS a la surface cellulaire, ne progressent pas dans la maladie. De plus, dans
le modele singe, la non progression des sooty mangabeys dans ’infection a SIV est associée
avec une fréquence réduite des cellules T CD4+ exprimant CCRS. Les cellules T CD4+ de

ces singes ont un défaut de régulation de I’expression de CCRS5 (279).
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Chez les patients progresseurs, une forte expression de CCRS durant la phase aigue corréle
avec la progression vers le SIDA (280), et la densit¢ de CCRS5 correle directement avec la

charge virale du VIH (281, 282).
La régulation de I’expression de CCRS peut se faire a trois niveaux: (i) les facteurs
génétiques, (ii) les facteurs impliquant 1’activation, la signalisation, 1’internalisation et le

recyclage et (iii) I’environnement.

Les facteurs génétiques

Les mutations dans les régions codantes et du promoteur du géne CCRS5 ont été bien
documentées en ce qui concerne l'infection et la progression du VIH. Les mutations de la
région codante affectent la structure de la protéine CCRS, ce qui peut affecter la production,
le transport, la liaison aux chimiokines, la signalisation et I'expression du récepteur CCRS.
Les mutations dans la région du promoteur peuvent affecter les sites de liaison ou de
régulation de facteurs de transcriptions conduisant a des aberrations dans la production
d'’ARNm de CCRS. Certaines de ces mutations empéchent 1’infection a VIH, d’autres la
favorisent, ceci en fonction de leur impact sur I’expression de CCRS a la membrane et de son
efficacité de liaison a la gp120 ou aux chimiokines (pour revue voir (259)).

La mutation de CCRS5 la plus célébre est CCR5A32, qui est présente chez 10% de la
population caucasienne. Elle a été découverte en 1996 (283), et décrite comme une mutation
génétique qui confére une protection aux cellules de I’infection VIH. Il s’agit d’une délétion
de 32 pb introduisant un codon stop au niveau de la région codant pour I’ECL2 (284) et
supprimant les 3 derniers domaines transmembranaires. La protection envers le VIH est une
conséquence de I’inhibition de I’expression de cette protéine a la surface cellulaire chez les
homozygotes. Chez les hétérozygotes WT/A32, la protéine A32, localisée dans le réticulum
endoplasmique, exerce un effet négatif trans-dominant sur la protéine CCRS WT, inhibant son
transport vers la surface cellulaire (285). Une autre étude d'Agrawal et al. a montré que la
protéine mutante réduit I'expression de CCRS et CXCR4 de type sauvage par dimérisation a

la surface cellulaire (286).

61



Effet des R5-CHK sur I’entrée du VIH

Suite a I’interaction du VIH avec le corécepteur CCRS, il n’a pour le moment pas été montré
de roles de la signalisation ou de I’internalisation de CCRS dans I’entrée du virus dans la
cellule.

Par contre, les cytokines de par leur liaison vont induire I’endocytose et diminuer la
disponibilité¢ du récepteur. Les altérations immunologiques ou génétiques qui affectent les
niveaux de chimiokines pourraient ainsi avoir un impact sur la susceptibilité a 1'infection par
le VIH ou son taux de progression une fois que l'infection est établie. L'inhibition de I'entrée
du VIH par les chimiokines dépend de deux mécanismes possibles: un encombrement stérique
qui consiste en un blocage compétitif de I'entrée virale par fixation directe du ligand a son
récepteur, du fait que les chimiokines et la gp120 reconnaissent des déterminants communs du

corécepteur, ou par l'internalisation du récepteur apres la liaison des chimiokines (Figure 15).
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Figure 15: Les mécanismes moléculaires impliqués dans I'inhibition de I'’entrée virale par les
chimiokines.

(A) La chimiokine (en rouge) inhibe stériquement la liaison de la gp120 (en bleu) au corécepteur (en
vert). (B) La liaison d'une chimiokine agoniste sur CCR5 induit la phosphorylation de son extrémité C-
terminale et son interaction avec les 3-arrestines. A terme, ces f3-arrestines adressent le récepteur
CCR5 dans des puits de clathrine dans lesquels il sera internalisé. Le récepteur sera alors soit dégradé
dans les lysosomes, soit recyclé. Cela conduit a diminuer I'expression de CCR5 a la surface cellulaire et
donc la susceptibilité de la cellule cible a I'infection.

Source: D’apres Wyatt R. Science. 1998 et Hanyaloglu AC Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2008

Une étude a montré qu’une libération plus élevée de ligands de CCRS apres stimulation des

cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) in vitro par des peptides du VIH (287),
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correle négativement avec la progression vers le stade SIDA et positivement avec les taux de
cellules T CD4+.

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les cellules T CD4+ de personnes hautement
exposées mais séronégatives a l'infection a VIH (HEPS) étaient moins sensibles a I’infection
par des souches RS, ce qui était associé¢ a un niveau significativement plus élevé de CCLS,
CCL3 et CCL4 produites par leurs PBMC en comparaison avec d’autres individus
séronégatifs et séropositifs. Ces études suggerent que la libération de chimiokines est une
réponse trés précoce a I'exposition au VIH (288) (289, 290).

I1 est également rapporté que des niveaux élevés de R5-CHK sont associés a une progression
plus lente de la maladie (291). La production de ces chimiokines serait originaire des cellules
T CDS8+. En effet les cellules T CD8+ d'individus asymptomatiques produisent des niveaux
supérieurs de CCL3 et CCLA4, par rapport aux cellules T CD8+ provenant de donneurs sains
ou de patients a progression rapide (292). Par contre d’autres études n'ont trouvé aucune
corrélation entre la production de chimiokines et la résistance au VIH chez les personnes
infectées, y compris chez les individus HEPS (293, 294). D'autres ont méme suggéré que
CCLS5, CCL3 et CCL4 pouvaient favoriser la replication du VIH dans les macrophages et les
monocytes en recrutant des cellules cibles activées au niveau du site d’infection (295, 296).
Enfin Colin et al. ont montré que les chimiokines et les virus via leurs gp120 reconnaissaient
avec différentes affinités des conformations distinctes de récepteurs. La gp120 était capable
de reconnaitre les conformations actives et inactives de CCR5 avec la méme efficacité, alors
que les chimiokines naturelles ne reconnaissait efficacement que les formes actives, suggérant
que les chimiokines ne pouvaient que partiellement inhiber 1’entrée du VIH, expliquant

I’échappement viral & I’action inhibitrice des chimiokines (249).
Le role exact des chimiokines dans la pathogeneése du VIH-1 reste donc encore obscur,
probablement en raison du fait que de multiples chimiokines peuvent avoir des effets

différents sur la replication virale et la pathogenése.

Facteurs environnementaux

Des facteurs environementaux affectent 1’expression de CCRS5 telles que l’infection par
Mycobacterium tuberculosis et [D’infection VIH. Les endotoxines tels que les
lipopolysaccharides peuvent aussi augmenter 1’expression de CCRS. Ostrowski et al. ont

montré qu’il y a une corrélation directe entre la progression vers le stade SIDA et I’expression
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de CCRS, les individus en phase SIDA montrant un fort pourcentage de cellules T CD4+
exprimant CCRS5 (297).

Le niveau cytokinique peut aussi affecter I’expression de CCRS, telles que les cytokines pro-
inflammatoires IL-2, IFN-y, IL-12 et TNF-a qui augmentent 1’expression de CCRS. La
cytokine anti-inflammatoire IL-10 augmente aussi la densité d’expression de CCRS via la
stabilisation de I’ARNm de CCRS.

L’environnement cytokinique ainsi que la stimulation antigénique induite lors d’infections,
peuvent provoquer ’activation et la différenciation des cellules T CD4+ et induire une
régulation de I’expression de CCRS.

En effet, I’expression de CCRS5 dépend aussi du type cellulaire. Comme nous [’avons
précédemment décris, les cellules T humaines sont classées en deux sous-ensembles, les
naives et les mémoires basées sur l'expression des isoformes CD45RA et CD45RO,
respectivement (219, 297). Les cellules T mémoires sont constituées de sous-ensembles
distincts qui peuvent étre identifiés en fonction d'autres marqueurs de surface et de leurs
fonctions effectrices (298), les cellules T CD4+ CM et EM. Des études antérieures indiquent
que le VIH-1 infecte préférentiellement les cellules T CD4+ mémoires, plutdt que des cellules
T CD4+ naives (299, 300), en raison de l'expression préférentielle du corécepteur CCRS du
VIH-1 sur les cellules T CD4+ mémoires. Dans la population mémoire, les cellules T EM
sont enrichies pour 1'expression de CCRS par rapport aux autres cellules T CD4+ mémoires
(301), ce qui suggere qu'elles peuvent étre des cibles primaires pour les virus de tropisme
CCRS5 qui prédominent dans la plupart des personnes infectées.

Il a été montré une corrélation entre 1’état d’activation et I’expression de CCRS5, avec les
cellules T CD4+ qui présentent les marqueurs d’activation HLA-DR et CD38 exprimant
fortement CCR5 (297, 302).

L’infection a VIH induit une activation chronique du systéme immunitaire via différents
processus engendrant un environnement cytokinique pro-inflammatoire avec une forte
antigenémie, ce qui conduit a la différenciation des cellules T CD4+ en cellules T CD4+ EM
activées qui expriment fortement CCRS. Il a été montré des associations entre I’avancement
dans la maladie, la différenciation/activation des cellules T CD4+ en cellules T EM et
I’expression de CCRS5 (302-305) (cf C.4.2). Parmi les sous-types de cellules T CD4+ EM, les
cellules Thl sont celles qui expriment le plus CCRS5 (306).

Enfin, bien que la régulation des conformations de CCRS ne soit pas encore bien comprise,

des études montrent qu’il y a une stabilisation préférentielle des conformations de CCRS en
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fonction de I’environnement et des types cellulaires, et que celles-ci sont différentiellement

utilisées par différentes souches de VIH-1.

CXCR4

CXCR4 est le corécepteur de I’entrée des souches de VIH-1 de tropisme X4 ou R5X4 qui
émergent chez environ la moitié des individus infectés dans les stades tardifs de I’infection
(213, 214, 307). La comparaison des séquences des gpl20 des virus X4 et R5 a permis
d’identifier les résidus au niveau de la boucle V3 qui conditionnent I’utilisation de I'un ou
I’autre des deux corécepteurs.

L’expression de CXCR4 est quasiment ubiquitaire. Il est notamment exprimé par un large
spectre de cellules hématopoiétiques incluant les neutrophiles, les monocytes, les
lymphocytes B et T, les précurseurs des lymphocytes B, les macrophages, les LC (213, 308).
Le ligand principal de CXCR4 est la chimiokine CXCL12/SDF-1a (Stromal Cell Derived
Factor) (214, 309). A la différence de 1’invalidation du géne codant pour CCRS5 (310, 311),
celle de I’un ou I’autre des geénes codant pour CXCL12 ou CXCR4 est létale chez la souris
(308, 312, 313). CXCR4 et CXCL12 sont impliqués dans la formation du systéme
cardiovasculaire, du systéme gastro-intestinal, du cervelet, des gonades, dans la myélopoiese
et la lymphopoiese B (308, 312, 314, 315). Chez I’adulte, le couple CXCR4/CXCL12 joue un
role clé dans la migration des leucocytes, leur domiciliation et leur rétention au sein des
organes lymphoides primaires et d’une manicre générale dans ’homéostasie leucocytaire en

périphérie (316, 317).

Alors que I’expression de CCRS est principalement associée aux cellules mémoires T CD4+
et particulierement les cellules T CD4+ EM, I’expression de CXCR4 est ubiquitaire, et
notamment dans les cellules T CD4+ naives et mémoires (219, 318-320). Chez les individus
infectés chez lesquels n’émergent pas de virus X4 (environ la moiti¢ des individus infectés), il
a été propos¢ que les propriétés des virus RS évoluent de telle maniere qu’ils puissent infecter

les cellules T CD4+ naifs (215).
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L’entrée ne correle pas toujours avec infection/réplication

Suite a ’entrée du virus de nombreux déterminants vont réguler la productivité de I’infection
dans les cellules T CD4+. Notamment les facteurs de restriction qui sont des protéines anti-
virales produites par 1'hote et qui contrecarrent ou "restreignent" la replication virale. Ces
protéines sont considérées comme une premiere ligne de défense contre les virus. Les facteurs
de restriction sont induits par la voie des interférons de type I et II (321). Il existe un grand
nombre de facteurs de restrictions, capables de bloquer I’infection/réplication a différentes

étapes du cycle viral.

Les Facteurs de restrictions

APOBEC

Les protéines APOBEC3 (Apolipoprotein B mRNA Editing Enzyme, Catalytic Polypeptide 3)
sont exprimées dans de multiples types de cellules, telles que les lymphocytes T CD4+ et les
macrophages. Le locus du géne de APOBEC3 contient sept genes chez les primates: A3A,
A3C, A3H, A3B, A3D, A3F, A3G (322, 323). Les protéines APOBEC3 agissent comme des
cytidine désaminases. Elles agissent en désaminant la désoxycytidine en désoxyuridine
du premier brin d'ADN viral généré lors de la transcription inverse, ce qui géncre de
nombreuses mutations G=A dans I'ADN double brin (324-326). Ces mutations se traduisent
par des produits de RT, reconnus comme aberrants et dégradés par la suite. Alternativement,
I'"ADNCc viral s'intégre dans le génome de I'hdte, mais ne produit pas de virus infectieux en
raison de codons STOP ou de mutations non-sens. Pour exécuter leur activité, les protéines
APOBEC3 doivent étre incorporées dans les virions nouvellement formés, de sorte que
l'inhibition ait lieu durant le prochain cycle de réplication (325, 327). La protéine virale Vif
contrecarre l'activit¢ APOBEC3 en recrutant le complexe ubiquitine ligase et en induisant sa

dégradation médiée par le protéasome (328).

IFITM

La famille de protéines IFITM (Interféron-Induced Transmembrane) est composée de
cing protéines distinctes, dont trois pourraient exercer une activité antivirale contre un
large éventail de virus, y compris le VIH-1. Ces facteurs de restriction (IFITM1, IFITMZ2,
[FITM3) montrent une expression constitutive et omniprésente et sont régulés

positivement par les interférons de type I et de type II. Les protéines IFITM se localisent
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sur les membranes cellulaires et inhibent l'infection par le VIH-1. Plusieurs rapports ont
montré que les IFITM représentent la premiere ligne de défense contre le VIH-1 et
d'autres virus car ils bloquent l'infection au stade le plus précoce, c'est-a-dire la fusion et
'entrée. L'effet inhibiteur des IFITM sur la réplication du VIH est relativement modeste
comparé a celui observé pour d'autres virus tels que le virus Influenza A et les flavivirus
et son mécanisme moléculaire exact de restriction n'est toujours pas clair (329).Un
meécanisme d'action possible de ces protéines implique l'altération de la composition de
la membrane et des changements dans la courbure et la fluidité de la membrane (Doyle
et al., 2015, Lu et al,, 2011). Une étude récente a montré que les protéines IFITM co-
localisent avec Gag et Env et sont incorporées dans des particules virales nouvellement

formées, produisant des virions avec une infectivité réduite (330).

SAMHDI1

SAMHD1 (domaine SAM et domaine HD contenant la protéine 1) appartient a une classe
d'enzymes cellulaires qui contiennent un signal de localisation nucléaire consensus
(NLS) N-terminal et se localisent dans le noyau des cellules myéloides et cellules T CD4+
au repos (331). SAMHD1 inhibe l'infection par le VIH-1 en interférant avec 1'étape RT. Il
le fait en hydrolysant le groupe tri-phosphate a partir de dNTPs, ce qui appauvrit le pool
cellulaire de dNTP, et limite ainsi la transcription inverse du VIH (223). En raison de
l'activité de SAMHD1, le VIH-1 se réplique mal dans cellules myéloides et cellules T CD4+
au repos (332). Cependant, le VIH-2 et certaines souches de SIV codent pour la protéine
accessoire Vpx. Vpx contrecarre l'activité SAMHD1 en le redirigeant dans la voie du

protéasome pour le dégrader (333).

SERINCS

Il a été montré, que 1’'un de ces facteurs de restriction, SERINCS, est un inhibiteur de 1’entrée
du VIH. SERINCS5 se localise dans la membrane plasmique, ou elle est incorporée
efficacement dans les virions VIH-1 lors de leur bourgeonnement et entrave la pénétration
subséquente du virion dans une cellule cible susceptible (334). Plus récemment il a été montré
que SERINCS inhibe la formation du pore de fusion du VIH-1 en favorisant l'inactivation
fonctionnelle des glycoprotéines d'enveloppe (335). Ce facteur de restriction est contrecarré

par la protéine accessoire du VIH Nef.
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La Tetherin

La Tetherin, également appelé BST2, attache des virions nouvellement formés a la
membrane plasmique, les empéchant ainsi de bourgeonner. La Tetherin est un ISG
transmembranaire, qui forme des ponts protéiques entre les membranes virales et
cellulaires (336). La protéine accessoire Vpu est une protéine transmembranaire, qui est
exprimée dans le VIH-1 et certaines souches de SIV, mais pas par le VIH-2 (337). VPU
empéche la localisation de Tetherin a la surface cellulaire et favorise la dégradation de la
Tetherin dans les endolysosomes (338). La tetherin a également été montré pour
fonctionner comme un senseur viral. La tetherin expose deux résidus tyrosine dans son
domaine cytoplasmique lors de la liaison aux virions. Ces résidus sont phosphorylés par
la tyrosine kinase Syk, ce qui conduit a 1'expression de NF-kB (339). Ceci déclenche une
cascade de signalisation en aval, qui induit l'expression de cytokines pro-
inflammatoires. Vpu est également capable de contrecarrer l'activité de détection virale

de Tetherin (340).

TRIM5a

La TRIM5«a (protéine 5 alpha contenant un motif tripartite) est une ubiquitine ligase qui
inhibe l'infection rétrovirale en se liant a la capside lors de I'entrée virale et provoque la
dissociation prématurée du noyau viral. TRIM5a interferes avec la formation du
complexe de transcription inverse et inhibe la synthése d'ADNc virale (Campbell, 2014,
Doyle et al,, 2015, Luban, 2012). Cependant, la TRIM5a humain n'inhibe pas le VIH-1 en
raison de la reconnaissance inefficace de la capside. Des études suggerent que la
pression de sélection évolutive a modifié la capside du VIH, de sorte qu'elle est liée de
maniere inefficace par le domaine SPRY du TRIM5a humain, ce qui conduit a un échec
de l'inhibition du VIH-1 (336, 341, 342). Néanmoins, les capsides de certaines souches
cliniques de VIH-1 peuvent présenter une restriction de 4 a 6 fois en présence de
TRIM5a humain fonctionnelle (343). Les capsides sensibles au TRIM5a portent les
mutations typiques de résistance aux CTL associées aux alleles HLA B * 57 et B * 27,
suggérant que la pression immunitaire médiée par les CTL peut forcer le virus a muter
vers des conformations de capsides vulnérables. De plus, une étude a montré que la
sensibilité de TRIM5a était inversement corrélée avec les niveaux de charge virale chez

56 patients infectés par le VIH étudiés (344).
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Susceptibilité a ’infection en fonction du sous-type cellulaire

Les cellules T CD4+ quiescentes sont réfractaires a ’infection par le VIH (345-347), alors
que les cellules T CD4+ activées y sont fortement sensibles (348, 349). Il y a plusieurs
explications : (i) les cellules T CD4+ au repos expriment a un moindre niveau le corécepteur
CCRS5 (350), (ii) elles présentent un niveau de dNTP plus bas que dans les cellules T CD4+
activées, ce qui limite la transcription inverse du VIH (351, 352). ,Il a été montré que
SAMHDI restreint aussi I’infection VIH dans les cellules T CD4+ au repos, en réduisant le
pool de dANTP disponibles pour le virus (223, 331, 332).

Les cellules Thl expriment fortement CCRS, mais pourtant ce n’est pas le sous-type le plus
susceptible, et certains rapports suggérent que les cellules Th2 sont plus susceptibles que les
Th1 a I’infection (353, 354), bien que cette notion puisse étre disputée (355). Moonis et al. ont
montré que les cellules Th2 sont plus enclins a la réplication d’un virus R5 méme si les taux
d’entrée et d’infection étaient plus important dans les cellules Thl exprimant plus de CCRS.
(356). Les cellules Thl expriment I'IFNy permettant 1’expression des genes dépendants de
I’IFN et notamment les facteurs de restriction. En effet, une étude plus récente a démontré que
les cellules Thl expriment de maniére plus importante les facteurs de restriction APOBEC3G
et APOBECS3F et que les virus produits par les cellules Thl étaient moins infectieux que ceux

des cellules Th2 (357).

Les cellules T CD4+ TEMRA expriment fortement CCRS, mais pourtant la fréquence de ces
cellules est augmentée chez certains patients infectés par le VIH. Une étude montre que ce
compartiment cellulaire est résistant a ’infection par les virus R5. Les auteurs suggérent une
résistance post-entrée, mais avant les étapes précoces de transcription inverse, plus
précisément au moment de la décapsidation. Ces cellules dans I’infection VIH ont un profil
Thl, et donc I’induction de genes stimulés par I’interféron (ISG) pourrait étre une autre

explication (358).
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B.8. Les 3 phases de I'infection
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Figure 16: Histoire naturelle de l'infection par le VIH chez un patient non traité. La figure
montre 1'évolution de la charge virale et du nombre de lymphocytes T CD4+ au cours du temps. Les
trois stades de linfection sont représentés: la phase aigiie ou primo-infection, la phase
asymptomatique ou chronique et le stade SIDA. Immunodeficiency threshold: seuil de la proportion
de cellules T CD4+ sous-lequel I'individus est considéré comme immunodéficient.

Source: Lisa Chakrabarti

L’infection par le VIH entraine une pathologie chronique qui conduit a une
immunodépression profonde, le SIDA. Le temps de progression vers le SIDA est variable,
habituellement entre 5 et 10 ans, mais des évolutions variables sont décrites. L’histoire
naturelle de la maladie se déroule en trois phases: la primo-infection regroupant la
transmission et la phase d’infection aigué souvent symptomatique, la phase de latence
clinique aussi appelée phase chronique, qui est asymptomatique, et la phase terminale SIDA,

symptomatique (Figure 16).

Transmission du VIH et infection précoce

La transmission du VIH par voie sexuelle est la plus commune, et se produit a la surface des
mugqueuses via des particules libres ou associées a des cellules infectées (sperme ou cellules
de la muqueuse). Plusieurs études utilisant des modeles in vivo de l'infection a SIV ont permis
de comprendre les premiers stades de l'infection par le VIH (revue dans (359, 360)). Apres
l'exposition initiale, les virus libres ou les cellules infectées peuvent traverser la barriére de la
muqueuse de multiples facons. Les cellules infectées dites « donneuses » présentes a la

surface de la muqueuse peuvent soit briser la barriere épithéliale de 1'hote en s’insérant via de
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micro-abrasions, soit déposer des particules de VIH a la surface de la muqueuse. Les
particules virales libres peuvent alors traverser 1'épithélium par transcytose ou passer entre les
cellules en cas d’absence de jonctions serrées. D’autres études décrivent que les particules
libres peuvent directement infecter les LC résidentes du tissu, les DC ou les cellules T CD4+
intra-épithéliales (361),(362). En quelques heures, le VIH traverse la barriére épithéliale, il va
ainsi pouvoir rencontrer des cellules T CDA4+ partiellement activées dans le stroma. La
réplication productive du virus transmis / fondateur peut alors s’initier (363). Les complexes
formés entre les LC / DC, qui abritent le virus, et les cellules T CD4+ cibles, sont appelés
synapses virologiques et facilitent I'établissement d'une infection productive (364). Une étude
montrant que la circoncision confeére un certain degré de protection a I’infection a souligné
I’importance des LC, DC et cellules T CD4+ résidentes du prépuce dans I’efficacité de la

transmission (365).

Apres quelques jours, le VIH se propage localement dans les cellules T CD4+ mémoires plus
fortement activées, qui expriment le corécepteur CCRS. Le virus commence & migrer en
périphérie, et cette phase précoce de propagation a bas bruit, appelée également éclipse,
s’étend sur environ dix jours, avec I’ARN viral restant indétectable dans le plasma (<100

copies d’ARN viral par mL) (360).

Phase aigué
Les syndromes de la phase aigiie commence deux a quatre semaines a la suite de I’exposition

initiale. Cette période est accompagnée de symptomes grippaux, fievre et lymphadénopatie.
La sévérité de ces symptomes varie en fonction des individus (366).

A la fin de la phase éclipse, les virus ou les cellules infectées atteignent les LN, ou ils
rencontrent des cellules T CD4+ CCRS5+ fortement activées, ce processus de propagation
étant augmenté par les DC qui internalisent et transportent le virus jusqu’aux cellules T CD4+
activées. Le virus se réplique alors rapidement et se propage dans tout le corps jusqu’aux
autres organes lymphoides, et particuliérement dans le tissu lymphoide associ¢ au tractus
gastro-intestinal (GALT) ou les cellules T CD4+ CCR5+ mémoires activées sont
omniprésentes. Environ 20% des cellules T CD4+ sont infectées dans ce compartiment et
jusqu’a 60% des cellules non infectées s’activent et meurent par apoptose. 80% des cellules
du GALT peuvent étre déplétées durant les 3 premieres semaines de I’infection a VIH. Alors
que la réplication dans le GALT et les autres tissus lymphoides (particulierement les LN)

s’accentue, la charge virale plasmatique augmente exponentiellement pour atteindre un pic,
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généralement plus d’un million de copies d’ARN viral par mL de sang a trois ou quatre

semaines post exposition.

Etablissement du « viral set point »

En parallele, la réponse immunitaire se met en place, avec la réponse innée précoce
caractérisée par une « cascade cytokinique » (367) et le développement de la réponse
adaptative, une séroconversion et une activation des cellules T. Cette réponse précoce du
systéme immunitaire, notamment la réponse T CD8+ contribue a la diminution de la charge
virale. On observe alors une disparation de la symptomatologie, le pic de la charge virale
plasmatique initial diminue puis se stabilise au niveau du « viral set point » tandis que dans
une certaine mesure le nombre de cellules T CD4+ du sang périphérique rebondit, alors que la
déplétion dans les muqueuses est quasi irrémédiable en 1’absence de traitement. Le « viral set
point » est prédictif de la progression vers le SIDA, plus celui-ci est haut, plus le risque est
¢levé. Les évenements en phase précoce de I’infection, telle que la réponse immune, sont

donc déterminants.

Phase chronique

Le nombre de cellules T CD4+ diminue lentement vers des niveaux inférieurs a la normale,
variant entre 200 et 500 cellules par mm® (368). La réplication virale chronique dans les tissus
lymphoides (GALT et LN) provoque un état d'activation et d'épuisement chronique du
systéme immunitaire (369). Cette phase asymptomatique se caractérise par un équilibre, entre
le systéme immunitaire et le VIH. Le systéme immunitaire est constamment en retard sur le
virus, les réponses des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et les anticorps neutralisants sont
généralement inefficaces car le virus s’adapte et développe des mutations d’évasion, le

rendant résistant a la réponse immune et permettant ainsi la persistance virale.

Le SIDA

L’infection par le VIH conduit a une immunodéficience associée a une chute importante des
cellules T CD4+ (<200 cellules/mm’) qui est, & ce stade associée a une élévation de la charge
virale plasmatique (369). Au niveau clinique, les patients développent des infections
opportunistes associées a I’immunodépression. Ce sont des pathologies d’origines

bactériennes, virales ou cancéreuses qui conduisent au décés des patients.

72



C. L’échec du systeme immunitaire dans le controle de I'infection a VIH

C.1. La déplétion des cellules T CD4+

La déplétion des cellules T CD4+, telle que I’on peut la mesurer au niveau du sang, est
caractéristique de la maladie. Ce paramétre est couramment utilisé en clinique, parallelement
a la mesure de la charge virale, pour suivre 1’évolution naturelle ou sous traitement
antirétroviral de I’infection virale. Cependant, depuis plusieurs années, il est clair que ce
parametre périphérique n’est pas le reflet quantitatif direct de la déplétion des cellules T
CD4+ qui apparait des le début de I’infection par le VIH. En effet, le compartiment sanguin
ne contient que 2 a 5 % de ’ensemble des lymphocytes de 1’organisme. La plus grande partie
des lymphocytes est située dans la muqueuse du tractus intestinal, les LN ou d’autres tissus
lymphatiques (370). Mais, le GALT contient la plus grande part du tissu lymphoide de
I’organisme, et de plus, la proportion de cellules mémoires y est trés largement majoritaire (>
95 %), a la différence de leur répartition sanguine ou ganglionnaire (50-70 %) (371). Un
nombre important de ces cellules T CD4+ présentes dans le GALT exprime le corécepteur
CCRS, et ce tissu lymphoide a de fait ét¢ identifi¢ comme le site majeur de réplication du
virus et comme un réservoir important du virus in vivo (372). Ainsi, la muqueuse intestinale,
de par la présence en son sein de cellules T CD4+ exprimant CCRS, est le site privilégié¢ de

I’infection par le VIH ou le SIV (373).

Lors de la primo-infection par le VIH, les compartiments muqueux sont la cible
(préférentielle et importante quantitativement) d’une déplétion en cellules T CD4+, bien
supérieure a celle observée au niveau sanguin. Cette déplétion est visualisée dans les
mugqueuses digestives bien avant la déplétion sanguine. Elle peut étre observée dans les 4 4 6
semaines apres ’infection. La perte prédomine au niveau du GALT (374) et c’est uniquement
dans ce tissu lymphoide qu’elle est pratiquement totale (comparativement aux tissus
lymphoides ganglionnaires ou sanguins). De plus, cette perte n’est pas réversible mais persiste

tout au long de I’évolution de la maladie (375).

De fagon intéressante, chez les patients non progresseurs a long terme, aucune déplétion au
niveau du compartiment muqueux n’a été rapportée (376). Au total, le tissu lymphoide
intestinal est un organe crucial en ce qui concerne les événements initiaux participant a la

pathogénicité de I’infection par le VIH. La déplétion importante du nombre de cellules T
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CD4+ CCRS observée au niveau du GALT implique que le nombre total de cellules T CD4+
de ’organisme est séverement réduit de fagon trés précoce apres I'infection. Ces cellules sont
une arme considérable dans la défense de 1’organisme contre les infections et cette atteinte
initiale est d’'une importance capitale dans 1’évolution clinique de la maladie. Une telle perte
impose secondairement la mise en place de moyens homéostasiques afin de compenser la
réduction du compartiment T CD4+ mémoires. S’ils ne peuvent pas étre mis en place,
I’équilibre entre I’agent pathogéne et I’hote est gravement perturbé au détriment de ce dernier

(690).

C.1.1 Mécanismes de déplétion

Les effets cytopathiques directs de l'infection par le VIH ne sont que partiellement impliqués
dans la diminution du nombre des cellules T CD4+ qui est caractéristique de l'infection a VIH
(377). En effet, le nombre de cellules infectées n'est pas égal a la perte totale de cellules T
CD4+, suggérant que d'autres mécanismes sont impliqués. La perte constante des cellules T
CD4+ mémoires cibles est non seulement médiée par la réponse CTL, la cytopathogénicité

virale, mais aussi par des effets indirects de I'activation immunitaire chronique.

L'activation immunitaire massive induit 'épuisement et 1'apoptose des cellules infectées, ainsi
que la mort de cellules non infectées par des effets « bystanders » (378). Ceci est soutenu par
le fait que le nombre total de cellules apoptotiques dépasse le nombre de cellules infectées par
le VIH (379). Des preuves directes de l'apoptose par effet « bystander » ont été fournies par
Finkel et al., qui ont montré que pendant l'infection a VIH, la majorité des cellules subissant
une apoptose dans les LN étaient non infectées mais a proximité immédiate des cellules

infectées productrices de virus (380).
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Figure 17: Mécanismes de déplétion
des lymphocytes T CD4+ dans
I'infection VIH non traitée.

Ce schéma décrit les mécanismes de
déces des cellules T CD4+ dans
I'infection a VIH non traitée. Le pool de
cellules T CD4+ périphériques est épuisé
par une diminution de la thymopoiese et
une apoptose excessive a travers de
multiples mécanismes directement lié au
virus et des mécanismes indirectes.
Source: D’apres Cummins NW. Cell
Death Dis. 2010

Plus récemment, la glycoprotéine virale Env a été impliquée dans le processus de I'apoptose
« bystander ». L'inhibition des interactions Env-CD4 entraine une diminution des niveaux
d'apoptose « bystander » (381). Il a été rapporté que la liaison a la surface cellulaire de CD4
par la gp120 du VIH-1 entraine une augmentation de la mort cellulaire via un processus
associ¢ aux interactions FAS-FASL et TRAIL-DR (récepteur de la mort cellulaire) (382,
383). De plus, Boasso et al. suggerent que les cellules T CD4+ CCRS5+ expriment les
récepteurs a I'lIFNa / IFNB et peuvent donc présenter une susceptibilité accrue a I'apoptose
induite par l'interféron de type 1 (384). Un autre facteur contribuant a I'apoptose « bystander »
semble étre D’infection avortée. L'accumulation de transcrits inverse incomplets dans les
cellules T CD4+ au repos, qui sont non permissives, conduit a 'activation de réponses pro-
apoptotiques et pro-inflammatoires impliquant l'activation de la caspase-3 et de la caspase-1
(385).

L’apoptose médiée par la caspase-1 est induite par pyroptose, qui correspond a une forme
intensément inflammatoire de la mort cellulaire programmée ou le contenant du cytoplasme et

les cytokines pro-inflammatoires, y compris I'IL-1pB, sont libérés. La mort cellulaire par
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pyroptose crée un cycle vicieux ou les cellules T CD4+ libérent des signaux inflammatoires

qui attirent plus de cellules a mourir (386) (Figure 17).

C.2. Echec de la réponse immunitaire durant la phase précoce

C.2.1 Echappement a la réponse T CD8+

Les cellules T CD8+ sont des "tueurs en série", qui reconnaissent des antigénes viraux et
tumoraux et lysent efficacement les cellules cibles par la sécrétion de facteurs solubles ou en
induisant directement 'apoptose via des interactions mettant en ceuvre FAS-FASL (387, 388).
Cependant, dans le contexte de l'infection productive a VIH, elles échouent, et la grande
majorité des individus développent une maladie progressive. Une étude récente montre
I’expansion d’une population de cellules T CDS8+ inefficace durant la phase aigiie de
I’infection (389). Néanmoins, de nombreuses études ont prouvé l'importance de la réponse T
CD8+ spécifique du VIH dans le controle de la réplication virale (390-393). Les patients
dépourvus de réponse CTL spécifique a Gag montrent une probabilité accrue de progression
vers le SIDA (394). La perte des cellules T CD8+ chez les Rhesus macaques (RhM) entraine
une augmentation rapide de la charge virale du SIV (391). De plus, il a été bien documenté
que les réponses T CD8+ spécifiques du VIH émergeant au moment du pic de la virémie sont
associées au déclin progressif et a la stabilisation éventuelle de la charge virale (395, 396).

Une étude suggere qu'entre 15 a 35% des cellules infectées sont éliminées par les réponses
CTL d'une seule spécificité, en un jour, pendant I’infection aigué¢ (397). Cependant, les
réponses T CD8+ spécifiques sont étroitement focalisées, ciblant souvent quelques épitopes
immunodominants dans Env et Nef, ce qui entraine des mutations d'échappement, et donne
lieu a une évolution du virus fondateur initial (398, 399). Le colt de « fitness » résultant de

ces mutations est souvent surmonté par des mutations compensatoires.

C.2.2 La réponse T CD4+ en phase précoce

Alors que la phase précoce de I’infection a VIH, est marquée par une infection massive des
cellules T CD4+ activées dans le GALT (377), les réponses T CD4+ spécifiques au VIH
émergent simultanément, voire plus tot que les réponses T CD8+ spécifiques au VIH, mais
diminuent apres les premiers mois d'infection. Cette contraction de la réponse T CD4+ peut

étre expliquée par une infection préférentielle, cependant, I’étude des autres infections virales
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chroniques suggere que les réponses T CD4+ se contractent souvent apres le déclenchement
intial de la virémie. Il a été suggéré que cette réponse T CD4+ durant la phase aigué,
notamment la réponse spécifique a Gag, est associée a un controle ultérieur de la réplication
virale (400). De plus, il est observé un échappement viral au niveau des épitopes ciblés par la
répone T CD4+ suggérant que cette réponse T CD4+ exerce une pression de selection sur le

virus (401, 402).

Thl/CTL

Il a été¢ montré que les cellules T CD4+ avec un profil Th1/CTL sont plus représentées chez
les patients infectés, et que cette expansion commence durant la phase précoce de I’infection.
En effet, par rapport aux individus non-infectés, Appay et al. ont montré que les personnes
infectées par le VIH présentaient un nombre plus élevé de cellules T CD4+ exprimant la
perforine, GzmA et GMP-17 / TIA-1 (des marqueurs de cytotoxicité) pendant la phase
d’infection précoce (403). Durant I’infection trés précoce non traitée (PHI), Zaunders et al.
ont détecté une augmentation de la proportion des cellules T CD4+ de I’ordre de 10 a 20 fois,
ainsi qu’une forte activation (CD38 +++), prolifération (Ki-67 +) de ces cellules qui
expriment a la fois le corécepteur CCRS ainsi que GMP-17 / TIA-1, perforine et GzmB. Dans
le méme groupe d'individus PHI, les cellules T CD4+ IFN-y+ spécifiques de Gag présentaient
un phénotype similaire (404). Récemment, Johnson et al. ont caractérisé des cellules T CD4+
CD107a+ spécifiques du VIH chez des patients en phase PHI, et ont constaté que ces cellules
partageaient un profil transcriptionel proche des cellules T CD8 CTL spécifiques du VIH. De
plus, ces cellules T CD4+ CD107a+ spécifiques du VIH montraient une activité de “killing”
similaire a celles des cellules T CD8+ CTL spécifiques du VIH. Il est important de noter que
ces cellules T CD4+ CTL apparraissent trés tot durant l'infection, et que leur proportion est
négativement corrélée avec le « viral set point » (405). Soghoian et al. ont effectué¢ une étude
longitudinale des personnes non traitées en phase PHI et ont aussi constaté que les individus
qui controlaient leur charge virale dans les 12 mois apres l'infection montraient une expansion
de leurs cellules T CD4+ CTL spécifiques du VIH durant la phase aigué de I’infection, par
rapport aux individus qui progressaient a des « viral set point » plus élevés. Les individus
contrblant leur charge virale avaient une expression plus élevée du marqueur de dégranulation
CD107a sur leurs cellules T CD4+ spécifiques de Gag par rapport aux non-contrdleurs. De
plus, ils ont pu associer les réponses T CD4+ CTL spécifiques du VIH durant la phase aigué

de I’infection et la progression plus lente de la maladie (406).
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Ensemble, ces études montrent clairement I’importance d’une réponse T CD4+ durant la
phase précoce de I’infection, et leur implication dans le contrdle de la replication virale

précoce ainsi que leur contribution dans le retardement de la progression vers la maladie (55).

Tfh

De récentes ¢tudes montrent une perte des cellules Tth durant la phase aigué de I’infection.
Notamment une étude du groupe de Estaquier J., montre une diminution des Tth (CXCRS5+
PD-1hi) de la rate durant la phase précoce de I’infection a SIV-mac251 chez des RhMs. Cette
perte est notamment associée a un échec de la différenciation Tth, c’est & dire une perte de
I’expression des facteurs de transcription typiques (Bcl-6 et c-Maf) des Tth dans cette
population. Dans ce contexte, il montre une altération de ’architecture de la rate, et une
détérioration des interactions Tth / cellules B conduisant a la perte des cellules B mémoires
ainsi que de la production d’anticorps spécifiques anti-SIV (407). Un autre groupe montre que
la fonction Tth est altérée durant la phase tardive de I’infection aigué€ a VIH. Dans cette étude,
il compare la fonction des Tth circulantes (CXCR5+ CXCR3-) en réalisant des co-cultures
avec des cellules B mémoires, et montre que, durant la phase 3 de I’infection aigiie, il y a une
perte de la fonction Tth se reflétant par une perte de la quantité de cellules B mémoires, de la
production d’anticorps totaux et spécifiques contre le VIH, et que ces parameétres correlent
avec I’augmentation de la charge virale (408). Hong et al. montrent qu’une hyperplasie des
follicules précoces durant la phase aigué ou lors de la phase précoce de I’infection chronique
est associée avec une accumulation des Tth et corréle avec un « viral set point » bas et un

meilleur pronostique de I’évolution de I’infection a SIV (409).

C.2.3 Echappement a la réponse humorale

La réponse anticorps durant la phase aigué

La premiere vague de réponses anticorps est dirigée contre la gp4l et apparait dans la
deuxiéme semaine suivant I'exposition initiale au VIH. Il s’agit d’IgM formant des complexes
immunitaires avec les virions du VIH, bien que seulement 20% des virions soient opsonisés
(410). Les premiers anticorps libres anti-gp41 apparaissent 3-4 semaines apres 1’exposition au
virus. La production des anticorps anti-gp120 est différée de 2 semaines supplémentaires et ils

ne sont pas neutralisants. Les anticorps anti-gp120 sont moins dominants au cours de
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I’infection aigué. La réponse anti-gp120 constitue la principale réponse humorale anti-VIH
suite a la transition vers la phase chronique. Ces vagues précoces d’anticorps anti-Env
n’affectent pas la charge virale et n’induisent pas la sélection de mutants d’échappement,
indiquant que la réponse anticorps anti-VIH pendant la phase aigué est inefficace pour
contenir la replication et la dissémination du VIH (411). Les anticorps dirigés contre d'autres
protéines du VIH, comme Gag, apparaissent suite au déclin initial de la virémie, qui succede a

la charge virale maximale.

Pour la plupart des personnes infectées par le VIH, les anticorps anti-VIH neutralisants
surviennent environ trois mois apres l'infection et leur apparition coincide avec celle de
mutations dans la région de ’enveloppe virale. Cette neutralisation est généralement
inefficace a mesure que le virus s'adapte et développe des mutations d'échappement qui le
rendent résistant a la neutralisation par les anticorps (412, 413). Les glycoprotéines de
I'enveloppe du virus résistant sont protégées par un "bouclier glycanique" qui empéche la

liaison des anticorps et favorise la persistance du virus (414).

Les cellules B

Durant la phase précoce, I’infection VIH affecte profondément les cellules B du sang et des
tissus. Le VIH induit une commutation de classe précoce qui est associée avec une
augmentation des cellules B mémoires et des plasmablastes ainsi qu’a une diminution du
nombre de cellules B naives, environ 50% des cellules B circulantes sont des plasmablastes,
mais seulement une petite fraction est spécifique du VIH. Ces plasmablastes sont spécifiques
de la gp41 mais leurs anticorps ne montrent qu’une activité neutralisante limitée malgré le fait
qu’ils soient hautement maturés. De récentes études ont montré que ces plasmablastes
proviennent de précurseurs B mémoires qui prédatent I’infection et sont cross-réactifs avec
des Ag du microbiote (415)

Le VIH peut induire la lyse des cellules B folliculaires, une apoptose massive et la perte de
50% des CG dans les 80 premiers jours de I’infection. Cette perte des CG pourrait étre a
I’origine du défaut de capacité a générer rapidement des anticorps de haute affinité contre le

VIH, et donc différer la production des anticorps neutralisants (416).

C.3. La mise en place de réservoirs viraux

La réplication massive du VIH dans le GALT s'accompagne d'une dissémination du virus vers

les organes lymphoides périphériques, en particulier vers les LN, induisant 1'établissement de
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réservoirs viraux persistants dans les tissus lymphoides (417). Une petite fraction des cellules
T CD4+ mémoires quiescentes porte des génomes viraux intégrés. A 1’état quiescent ces
cellules ne libérent pas de virus infectieux, mais peuvent le faire suite a une activation
cellulaire (418, 419). Cette population de cellules T CD4+ infectées constitue les réservoirs
viraux latents, qui sont présents dans différents sites anatomiques, tels que le GALT et le
CNS. Ces réservoirs présentent un obstacle majeur au développement de cures permettant
I’éradication compléte du virus (420). Les réservoirs viraux latents persistent méme chez les
patients HAART pour lesquels les niveaux plasmatiques de virémie sont indétectables (<50
copies de I'ARN du VIH par mL). Des patients qui ont été traités pendant des années peuvent
connaitre un rebond viral quelques semaines apres l'interruption du traitement (421, 422). Il a
été proposé que le phénomene de latence virale s’établisse lorqu’une cellule T CD4+ activée
infectée évolue en cellule quiescente (423, 424). Le fait que le VIH puisse étre trouvé dans
des cellules T CD4+ mémoire quiescentes, mais trés rarement dans des cellules T CD4+
naives, qui n'expriment pas le corécepteur CCRS soutient cette hypothése. Dans les cellules T
CD4+ quiescentes, le changement d’environnement transcriptionnel réduit au silence
l'expression des génes du VIH. Par exemple, les facteurs de transcription NF-kB et NFAT,
impliqués dans la régulation des génes du VIH, sont séquestrés dans le cytoplasme (425, 426).
Cet état transcriptionnel silencieux protége les cellules infectées par le VIH de la surveillance
immunitaire.

Le role des autres types cellulaires, tels que les macrophages et les cellules progénitrices
hématopoictiques (HPC) dans la latence et la formation de réservoir, n'a pas été concluant.
Les macrophages infectés sont capables de répliquer le virus a bas bruit, et sont donc
susceptibles a I’¢limination par le systétme immunitaire. Mais il a été montré que les
macrophages sont capables de se renouveler et de repeupler les tissus, dans le cas ou une
partie de la population infecté échappe a la cytotoxicité médiée par les CTL, la population
infectée restante pourra persister par auto-renouvellement. Il est toutefois important de faire la
différence entre les modes de persistance du VIH. Les cellules T CD4+ au repos sont dans un
véritable état de latence dans lequel 'expression du génome viral est totalement silencieuse
alors que les macrophages survivent pendant de longues périodes, le génome viral persistant
alors a I'état de non-latence avec une réplication du virus a bas bruit (427). Il existe un autre
mécanisme de persistance virale dans les cellules my¢loides, comme pour les macrophages et
les monocytes, qui implique leur capacité a circuler systémiquement dans différents sites

anatomiques ou les antirétroviraux ne peuvent pas bien pénétrer (428).
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Il a également été suggéré que le VIH pourrait persister dans les HPC car ces cellules
expriment a de faibles taux CD4, CCRS5 et CXCR4. Un rapport a montré que 'ARN viral
pouvait étre détecté¢ a faible niveau dans les CD34+ HPC provenant de patients traités par

HAART. Ces cellules demeurent latentes jusqu'a leur différenciation (429).

La dissémination dans les organes lymphoides notament via les DC infectées provoque
I’infection des cellules T CD4+ activées résidentes des LN, mais surtout 1’infection des
cellules Tth qui ont été décrites comme le compartiment majeur du réservoir viral chez les
patients progresseurs, traités et Controleurs. Les cellules Tth sont des cellules activées, et
représentent le premier site d’infection, de réplication et de production virale. Malgré une
diminution du réservoir Tth associée au temps de traitement, ’ARN viral est détectable
jusqu’a 12 ans apres ’initiation du traitement chez certains patients. Le fait que ces cellules
soient amplifiées, activées et qu’elle soient localisées dans le CG, qui est un site priviliégié¢
pour I’infection et la réplication, peut expliquer cette forte susceptibilité pour I’infection.

(430) (431).

C.4. l'infection VIH provoque une activation du systéme immunitaire

L’une des caractéristiques les plus admises de la phase chronique de I'infection VIH est
'activation immunitaire généralisée, dont les conséquences sont assez bien connues.
Parmi celles ci, on retrouve : I’augmentation du renouvellement cellulaire, I’activation et la
différenciation biaisée des lymphocytes en cellules effectrices, I’induction de 1’épuisement
cellulaire, la senescence, et la perte du potentiel régénératif, ’hypergammaglobulinémie et

I’augmentation d’autres marqueurs du sérum...

C.4.1 Les causes de l'activation immunitaire

Les cytokines

En terme d’activation immunitaire, I’infection VIH est caractérisée par I’induction d’une
réponse immunitaire innée qui est marquée par une cascade de cytokines pro-inflammatoires :
TNFa, IFNa, IFNg, IL-1b, IL-10 and IP-10... Plusieurs de ces facteurs sont produits durant la
phase d’infection aigué, et certains sont maintenus durant la phase chronique d’infection.

Paradoxalement, cette inflammation systémique facilite I’infection en recrutant et activant des
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cibles du VIH comme les cellules T CD4+, macrophages et DC et favorise I’expansion du

VIH (363, 367).

La translocation microbienne

L’origine de cette intense cascade de cytokines est en partie liée a I’augmentation du niveau
de lipopolysaccharide (LPS) durant I’infection VIH. Le LPS est un puissant activateur du
systéme immunitaire capable de se fixer aux macrophages et aux DC, induisant la production
de cytokines pro-inflammatoires. L hypothése la plus soutenue est que la destruction du
GALT est a lorigine de la perte de I'immunité permettant le maintien de la barricre
intestinale (432). En effet, les cellules T CD4+ Th17 jouent un réle important dans la réponse
immunitaire de I’hdte contre les agents pathogenes extracellulaires tels que les bactéries et les
champignons, ainsi que dans le maintien de l'intégrit¢ de la barriére épithéliale de la
muqueuse intestinale (305). Dans le contexte de l'infection VIH, les cellules Th17 sont
susceptibles a l'infection et la perte substantielle des cellules Th17 dans le GALT entraine un
déséquilibre de la représentation des sous-types CD4+ avec une transition d'un phénotype
Th17 prédominant a un phénotype Th1(433). Ce phénomene a également été décrit dans les
modeles de primates non humains (NHP) de l'infection & SIV. Chez les animaux en bonne
santé, la population de cellules T CD4+ Th17 est plus abondante dans les tissus muqueux que
dans la périphérie. A mesure que l'infection SIV progresse, la population de cellules T CD4+
Thl commence & prendre le dessus sur la population Th17, qui est massivement déplétée
(434). Donc, dans I’infection a VIH/SIV, la population Th17 est diminuée induisant une
augmentation de la susceptibilit¢ de 1’hote & des infections bactériennes et fongiques et
conduisant a la destruction de la barriere intestinale, ce qui favorise la translocation
microbienne sous la forme de LPS circulant. Le niveau de LPS dans le plasma est maintenue

a un fort niveau durant la phase chronique de I’infection (435, 436).

Stimulation antigénique chronique

Au cours de l'infection précoce, le VIH induit de fortes réponses lymphocytaires, en
particulier chez les cellules T CD8+, et ces réponses persistent pendant la phase d'infection
chronique en raison de la réplication continue du virus. Jusqu'a 20% des cellules T CD8+
circulantes peuvent étre spécifiques du VIH chez les patients chroniquement infectés non

traités. Les réponses T CD4+ spécifiques du VIH sont généralement présentes mais moins
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importantes (3% des cellules T CD4+ circulantes), ce qui peut étre une conséquence de leur

déplétion préférentielle par le virus (437, 438).

La stimulation antigénique lors de l'infection par le VIH peut étre aussi induite par d'autres
virus, tels que le Cytomegalovirus (CMV) et I'Epstein Barr Virus (EBV). La réactivation du
CMYV semble se produire de fagon récurrente chez les donneurs sains. Pendant l'infection
VIH, 1'épuisement des cellules T CD4+ peut alors entrainer une perte du controle immunitaire
sur ces virus persistants, et induire leur réactivation et leur réplication (439). De plus, les
conditions inflammatoires présentes durant l'infection a VIH (par exemple, la libération de
cytokines pro-inflammatoires) peuvent également participer a la réactivation de formes
latentes de CMV et EBV. Des études récentes ont montré une activation significative des
cellules T CD8+ spécifiques de I'EBV et du CMV pendant l'infection aigué a VIH (440, 441).
Par conséquent, la stimulation antigénique chronique du systéme immunitaire se produisant
chez les patients infectés par le VIH est dirigée en grande partie contre le VIH, mais aussi

contre d’autres pathogénes.

C.4.2 Les conséquences générales de I'activation immunitaire

Perturbation de ’lhoméostasie cellulaire

Différenciation biaisée en cellules mémoires activées

La déplétion massive des cellules T CD4+ du GALT, mais aussi dans le sang périphérique et
dans les OL durant les phases précoces de 'infection par le VIH, est compensée par une
augmentation du renouvellement des cellules T CD4+. Ce processus est aussi constaté sur des
cellules non cibles du VIH telles que les cellules T CD8+ et les cellules B. Le renouvellement
cellulaire est induit dans les phases précoces et persiste durant la phase chronique de

I’infection.
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La réplication virale induit aussi un changement qualitatif des populations lymphocytaires.
Durant la phase aigué de I’infection, on observe une infection et une déplétion des cellules
effectrices mémoires exprimant fortement CCRS, alors que la phase chronique de I’infection
est associée avec une extension relative des cellules T CD4+ et CD8+ effectrices mémoires
aux dépens des cellules T CD4+ Naives, des TSCM et des CM.

La cause principale de 1’altération des populations lymphocytaires dans 1’infection VIH, est
I’activation immunitaire systémique et plus précisément la stimulation antigénique chronique,
qui induit une augmentation du renouvellement et de la différenciation lymphocytaire, ce qui
provoque a terme une perte du potentiel de régénération, qui est la clef du maintien d’un
systéme immunitaire compétent.

D’autres raisons évoquées pour expliquer ce biais de différenciation sont la réduction de la
fonction thymique, c’est a dire du renouvellement des cellules T, et la destruction progressive
des OL. La réplication persistante du VIH est également associée a la perturbation des
cellules B, notamment une surreprésentation du sous-type de cellules mémoires qui sont

activées, particulicrement pendant la phase chronique de l'infection (432).

IL-7

La déplétion des cellules T durant I’infection VIH est associée a une augmentation de I’'IL-7
dans le plasma, suggérant que I’'IL-7 est impliquée dans [’homéostasie de la régulation du
nombre de cellules T. Il est supposé que la diminution du nombre de cellules T provoque la

diminution de cellules T exprimant I’IL-7R et donc de la disponibilité¢ de récepteurs a I’'IL-7,
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induisant ainsi I’augmentation de 1I’'IL-7 libre, alors production d’IL-7 est constante. Dans
I’infection VIH il y a une corrélation inverse entre la perte des cellules T CD4+ et
I’augmentation de cellules T CD4+ mémoires chez les patients montrant une déplétion
profonde de ces sous-types. La restauration de ces sous-types cellulaires induit une
normalisation du niveau de I’IL-7 et une perte de la corrélation inverse. L’augmentation d’IL-
7 chez les patients avec une forte déplétion de leurs cellules T CD4+ contribue a 1I’expansion,

et a ’accumulation des cellules T CD4+ activées en périphérie (442, 443).

Les cellules T CD4+ activées alimentent le pool de cellules cibles du VIH

Un mécanisme par lequel l'activation immunitaire généralisée peut endommager le systéme
immunitaire est en fournissant des cellules cibles pour la réplication du VIH. En effet,
l'activation, la prolifération et la différenciation des cellules T CD4 naives en cellules T CD4+
EM conduisent a une augmentation de l'expression de CCRS qui rend ces cellules plus
susceptibles a l'infection. La présence concomitante de niveaux ¢levés d'activation des
lymphocytes T CD4+, et d'un virus infectant et tuant les cellules T CD4+ activées peut aider a
maintenir un cercle vicieux, dans lequel l'infection stimule I'activation qui elle méme stimule
l'infection, ce qui peut entrainer une perte sévere des lymphocytes T CD4+. Ce phénomene
est encore plus prononcé pour les lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH qui sont en effet

particulierement sensibles a l'infection par le VIH.

L’activation induit la mort cellulaire par I’apoptose

Pendant la phase terminale de la réponse immunitaire, la mort des lymphocytes activés sert a
limiter la réponse immunitaire en tuant des cellules qui ne sont plus nécessaires, on parle alors
de mort cellulaire induite par I’activation (AICD). Les mécanismes moléculaires impliqués
dans I’apoptose des cellules T périphériques dépendent de I'expression de ligands de la
superfamille de TNF et de leurs récepteurs, par exemple FAS / FASL et TRAIL-DRS (444).
Les cellules T Naives expriment peu ou pas de FASL a leur surface cellulaire, alors qu'ils sont
exprimés en relativement grande quantité par les cellules T mémoires activées. L’activation
immune chronique durant I’infection VIH biaise la différenciation vers un sous-type mémoire
activé plus propice a I’AICD, ce qui induit une forte perte des cellules T CD4+ par apoptose.
Cette perte de cellules T CD4+ refléte 1’amplification d’un processus physiologique

permettant normalement la régulation homéostatique. Les sous-types T CD4+ ont des
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sensibilités différentes a ’AICD. Les cellules Thl expriment des niveaux plus importants de
FASL et subissent donc plus I’AICD médiée par FAS que les cellules Th2 (445). Par contre
I’AICD médiée par TRAIL-DRS5 n’a été observée que dans la population Th2 (446).
Curieusement, les cellules infectées sont plus résistantes a l'apoptose que les cellules non-
infectées (447). Cela a pour conséquence la destruction indirecte des cellules activées non

infectées, tout en épargnant la fraction de cellules infectées (448).

L’épuisement du systéme immunitaire

On définit le terme «d’épuisement immunitaire» par la perte de fonctions effectrices et de la
capacité¢ proliférative des cellules T mémoires. Au cours de la réponse immunitaire
adaptative, les cellules T naives sont activées par les APC, telles que les DC, via I’interaction
avec des molécules CMH-peptide et costimulatrices. Cette activation entraine une
prolifération et une acquisition robustes des fonctions effectrices, accompagnées de
changements phénotypiques a la surface cellulaire qui reflétent a la fois I'activation et I'état de
différenciation des cellules T. La plupart des cellules T activées sont différenciées en cellules
T effectrices a relativement faible durée de vie, tandis qu'une petite partie devient des T CM a
longue durée de vie. On pense que l'activation chronique induite par des Ag viraux ou par
d'autres mécanismes entraine la persistance de certaines cellules T effectrices ou cellules T
activées, mais qui sont fonctionnellement insensibles a une stimulation supplémentaire par
I'Ag, ce qui est généralement appelée épuisement immunitaire (449). L'épuisement des
cellules B dans l'infection par le VIH est trés similaire a celui décrit pour les cellules T CD4+
et CD8+ dans I’infection VIH ou d'autres infections virales persistantes. Les cellules B ont
une capacité proliférative réduite en réponse a des stimuli de-novo et sont caractérisées

phénotypiquement par une augmentation de I’expression de multiples récepteurs inhibiteurs.

C.5. Impact du VIH sur la réponse T CD8+ spécifique du VIH

A mesure que l'infection progresse vers le stade chronique, les réponses T CD8+ anti-VIH
initialement étroites commencent a se diversifier, avec en moyenne 14 épitopes qui sont ciblés
simultanément, et jusqu'a 19% des lymphocytes T CD8+ qui sont spécifiques du VIH (438,
450). Etant donnée l'abondance de cellules T CD8+ circulantes spécifiques du VIH, il est

étonnant que I’infection VIH ne soit pas enrayée chez la plupart des individus infectés de
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manicre efficace. L’explication pourrait résider dans le fait que les réponses T CD8+ sont
dysfonctionnelles en raison de I’infection persistante a VIH (Figure 19). Plusieurs études ont
montré que les cellules T CD8+ spécifiques du VIH ont une capacité réduite a éliminer les
cellules cibles infectées (451, 452). Dans une expérience de relargage de Cr51 sur 4 heures,
les PBMC isolées d'un individu infecté par le VIH-1 ont montré une activité cytolytique, qui
¢tait comparable au bruit de fond de la réponse provoquée par des PBMC de donneurs sains
(394). De plus, la comparaison avec l'activité cytolytique spécifique a CMV a révélé que les
cellules T CD8+ spécifiques du VIH étaient considérablement moins efficaces pour "tuer"
leurs cibles, malgré un nombre comparable de cellules spécifiques, détectées par des
tétrameres de CMH de classe I chargés avec des Ag respectifs (451). Une explication possible
de cette capacité cytotoxique réduite peut résider dans le fait que les cellules T CD8+
spécifiques au VIH sécrétent des niveaux inférieurs de perforines, en raison de leurs
phénotypes de différenciation biaisé€s. L'état d’activation constant du systéme immunitaire au
cours de l'infection chronique & VIH entraine 1'épuisement progressif des cellules T CD8+
spécifiques au VIH. Ces cellules fortement activées sont caractérisées par une expression
accrue des marqueurs CD38, HLA-DR, 2B4, CD160 et CD57, tandis que I’expression de
CD28 et CD27 est réduite (369, 453). Le développement de 1'épuisement immunitaire suit un
ordre hiérarchique clair. Tout d'abord, les cellules perdent leur capacité de prolifération, puis
leur potentiel a sécréter des cytokines et des chimiokines. La perte de l'activité cytolytique
marque 1’état d'épuisement complet (454, 455). Les cellules T CD8+ spécifiques du VIH
épuisées surexpriment alors les molécules inhibitrices telles que PD-1, Tim3, CTLA4 et
KLRGI1 (456). Enfin, la perte de fonctionnalité est suivie par I’apoptose. Il a été montré que
les cellules T CD8+ spécifiques du VIH avaient une expression réduite de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2, ce qui les rend plus sensibles a la mort cellulaire programmée (457). Cette
notion est soutenue par une étude montrant que les cellules T CD8+ sont particulierement
sensibles a l'apoptose médiée par FAS lors de l'interaction avec des cellules infectées
exprimant FASL (458). En plus de l'apoptose, les cellules T CD8+ provenant de patients
infectés par le VIH en phase chronique subissent également I’immuno-senescence, en raison
de nombreux cycles de réplication, un phénomene ou les télomeres de I’ADN chromosomique
se raccourcissent (459). La signalisation médiée par le TCR est également altérée dans les
cellules T CD8+ spécifiques au VIH, qui subissent une régulation négative des molécules
clefs telles que CD3( et CD28 (460, 461). Le phénotype épuisé / sénescent des cellules T
CD8+ décrit ci-dessus, résultant de I'antigénémie persistante, est associé a la progression de la

maladie.
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Figure 19 : Perturbation de la fonction des cellules T CD8+ durant l'infection chronique
VIH. La progression de l'infection VIH est marquée par une perturbation du systéme
immunitaire. Les cellules T CD8+ échouent a procurer une protection anti-virale efficace en
raison de leur phénotype d'épuisement. Celui-ci se manifeste par une perte de la capacité de
sécrétion de cytokines, de la prolifération et une augmentation de la susceptibilité a I'apoptose.
Source: Wherry EJ, 2011, Nature Immunology

C.6. Impact du VIH sur la dysfonction de I'immunité humorale

C.6.1 Perturbation des cellules B par le VIH

L'activation des cellules immunitaires induites par le VIH est I'une des rares caractéristiques
largement acceptées de la pathogenese du VIH et dans la progression vers la maladie. Alors
que nous avons discuté de ’activation immune et de ses impacts dans la population T, celle-ci
affecte aussi fortement la réponse humorale.

L’hyperactivation des cellules B par le VIH est caractérisée par une hyperplasie des follicules

B (462) induite par une prolifération anormale des cellules B des CG (463) (464), une
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hypergammaglobulinémie non-spécifique du VIH (465), qui s’explique par une augmentation
anormale des cellules B montrant une différenciation terminale (plasmablastes) dans le sang
périphérique, dont la plupart ne sont pas spécifiques du VIH. La fréquence de ces cellules
correle avec I’hypergammaglobulinémie et la sécrétion de cytokines inflammatoires (466). De
plus dans I’infection VIH, les cellules B montrent un trés fort taux de renouvellement et
expriment des marqueurs d’activation tels que CD70, CD71, CD80, et CD86 (467). Cette
hyperactivation conduit a la production d’anticorps auto-immuns (468) et a I’augmentation de
la fréquence de cellules B malignes (469).

L’infection VIH est aussi associée a la perte des cellules mémoires (470) et donc de la perte
de la mémoire immunitaire a long terme, ce qui peut avoir des conséquences importantes pour
la réponse a I’immunisation, naturelle ou par vaccination, chez les patients infectés par le VIH
(471). La perte des cellules durant I’infection chronique a VIH est induite par apoptose

notamment via le mécanisme Foxo3a et TRAIL (472).

Il avait été suggéré que la protéine VIH-1 Nef pourrait affecter les cellules B. Les
macrophages infectés qui expriment Nef produisent la protéine ferritine, qui induit l'activation
des cellules B, et les taux d'IgG dans le sérum corré¢lent avec la ferritine et la charge virale
(473). Cependant, les récentes découvertes sur les Tth dans I’infection par le VIH suggérent
plutdt un réle de ces cellules dans I’hyperactivité des cellules B. En effet, ’expansion des Tth
typiques de I’infection VIH est corrélée a 1’hyperplasie des follicules, 1’augmentation de la
fréquence des cellules B des CG et des cellules B plasmatiques, ainsi qu’a la perte des cellules
B mémoires. Enfin, I’expansion des cellules Tth est corrélée avec I’hypergammaglobulinémie

(463, 464) (cf C.7.2).

Altération des compartiments B mémoires

En plus d’une différenciation préférentielle des cellules B en cellules plasmablastes et d’une
perte des cellules B mémoires, il est aussi observé une altération des compartiments B
mémoires. Ceci est représenté par des surreprésentations de certains sous-types B. Parmi les
cellules mémoires ayant subi la commutation de classe, on peut discriminer 3 classes de
cellules en fonction de I’expression de CD27 et CD21 : Resting Memory (RM : CD27+
CD21+), Activated Memory (AM : CD27+ CD21-) et Tissue-Like Memory (TLM : CD27-
CD21-).
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Chez les individus non infectés la population RM, représente la population B mémoire
conventionnelle, les autres populations étant quasi inexistantes.

Chez les personnes infectées par le VIH-1, la fréquence des cellules B RM diminue au cours
de l’infection et correle avec des niveaux réduits d'anticorps contre différents Ag de
vaccination (tétanos, Pneumocoque et rougeole) (474, 475), suggérant que cette population est
a lorigine d’une réponse anticorps efficace, nécessaire au maintien de la mémoire

sérologique qui se perd chez les patients progresseurs.

Dans I’infection progressive a VIH, il y a un enrichissement des cellules B mémoires CD21-
(AM et TLM) aux dépens des populations RM. Les cellules B mémoires AM expriment de
nombreux marqueurs d’activation comme CD80 et CD95 et sont fortement sujettes a
I’apoptose. Les AM exprimant fortement CD38 représentent le compartiment plasmablaste
amplifi¢ dans D’infection VIH, qui est I'une des origines de la production d’anticorps
dérégulés (476).

Les cellules TLM expriment les récepteurs inhibiteurs FcRL4 et Siglec-6, montrent un
phénotype épuisé et une plus faible diversité de reconnaissance d’épitopes. Ces cellules
répondent mal a la stimulation et montrent une capacité de prolifération faible, un nombre

réduit de division cellulaire (477) et une maturation limitée (478).

De plus, chez les patients progresseurs la réponse B mémoire spécifique de la gpl40 est
enrichie parmi les cellules B anormales, particuliérement chez le sous-type TLM qui s’épuise.
Le maintien des cellules spécifiques de la gpl140 dans le compartiment RM (compartiment
prédominant chez les donneurs sains) corrc¢le négativement avec la charge virale et avec le
niveau d’activation immunitaire. La prise de traitement permet de normaliser, au moins
partiellement, le profil phénotypique des cellules B mémoires (479).

La perte des cellules B mémoires dépend donc de plusieurs processus, comme
I’enrichissement préférentiel des cellules B AM et TLM aux dépens des RM. Les cellules AM
montrent une susceptibilit¢ accrue a D’apoptose due a la forte expression de CDOIS.
L’expression accrue de ce récepteur de mort correle avec la virémie et la progression dans la
maladie (480), et d’un autre coté avec un épuisement profond des cellules TLM, ciblant
particuliecrement les cellules spécifiques du VIH. L’anomalie des cellules B pourrait donc

contribuer a I’inefficacité de la réponse anticorps anti-VIH chez les patients progresseurs.
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C.6.2 La réponse anticorps dans l'infection VIH

Anticorps neutralisants (NAb)

Les réponses B a l'infection VIH-1 se développent lors de la premicre semaine de virémie
détectable et sont initialement détectées sous forme de complexes antigéne-anticorps (481).
Cette phase est suivie par des anticorps anti-gp41 qui circulent quelques jours plus tard, les
anticorps anti-gp120 arrivent quelques semaines plus tard et ciblent principalement la boucle
V3. Cependant, ces anticorps contraignants n'ont aucun effet détectable sur la virémie (481) et
n'exercent apparemment aucune pression immunitaire sélective sur l'enveloppe (482). Les
NAb contre la souche infectieuse (virus autologue) apparaissent des mois plus tard mais ne
sont pas capables de neutraliser des virus plus divergents isolées chez d'autres individus (virus
hétérologues) (411-413, 483-485). Ces NAb autologues entrainent une évasion du virus a la
neutralisation, ce qui est confirmé par la faible sensibilit¢ des virus contemporains a la
neutralisation autologue en comparaison aux virus antérieurs, bien que les virus ultérieurs
demeurent sensibles aux nouvelles réponses de NAb. L'échappement se produit a travers de
simples substitutions, insertions et délétions d'acides aminés, et & via un "bouclier de glycanes
évolutif”, dans lequel les glycanes, qui évoluent, empéchent 1'acceés des NAb a leurs épitopes

apparentés (412, 413, 486-489).

Anticorps neutralisants a large spectre

Les bNAD se développent 2-4 ans apres la primo-infection chez environ 20% des individus.
Cependant, des bNADb efficaces capables de neutraliser une large proportion d’isolats viraux
(>70%) sont produits seulement chez 1 a 2 % de la population. Le développement de la
diversité de neutralisation est associ¢ a de fortes charges virales et a une perte précoce des
cellules T CD4+. Le développement d’une forte diversité de neutralisation ne semble pas
avoir un impact sur la progression de la maladie. De nombreux patients inclus dans cette
¢tude ont été mis sous ART, méme ceux avec la plus large diversité de neutralisation (490).

Cependant, les bNAb ont ét¢ montrés comme capables de diminuer fortement la virémie
lorsqu'ils sont administrés aux macaques infectés par SHIV (491). Les hypermutations sont
nombreuses au niveau des chaines variables lourdes et 1égeéres des bNAb. Environ 40% des
acides aminés sont substitués dans ces régions et la plupart des bNAb présentent une boucle
variable de la chaine lourde (CDRH3) inhabituellement longue permettant d’accéder a des

régions peu accessibles du VIH (492).
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Ces modifications supposent donc de multiples cycles de maturation des cellules B dans les
CG et donc un role des Tth dans la génération des bNAbD (493).

Aujourd’hui, la recherche vaccinale se concentre sur I’induction de cellules B produisant des
anticorps bNAD. Il a été déterminé quel était le répertoire de cellules B, avant la maturation
d’affinité, a I’origine des bNAb, qu’on appelle les cellules B « germline ».

L’idée générale est donc de concevoir des enveloppes virales, qui vont permettre la
stimulation de ces cellules B « germline ». Trés récemment, et pour la premiére fois, une
¢tude a réussi a induire des bNAb par vaccination capables de neutraliser 96% de la diversité

virale, chez la vache (494).

C.7. Impact du VIH sur la réponse T CD4+ spécifique du VIH

C.7.1 Perte de fonction : focus sur le sous type-Th1

Dysfonction au niveau cellulaire

Suite a la reconnaissance initiale de 1'Ag, les cellules T CD4+ naives spécifiques du VIH
surexpriment les marqueurs HLA-DR et CD25, subissent plusieurs cycles de division
cellulaire, puis se différencient en cellules effectrices ou mémoire (495, 496). Les cellules T
CD4+ spécifiques du VIH sont tres peu fréquentes in vivo, et I’un des premiers signes de leur
dysfonction, est leur incapacité a achever leur différenciation malgré une exposition
chronique a des taux ¢élevés d'Ag viraux (497). La fonctionnalité altérée des cellules T CD4+
spécifiques du VIH se manifeste également par une capacité proliférative diminuée (498, 499)
et une polyfonctionnalité réduite (capacité a produire simultanément des cytokines multiples)
(500, 501). En particulier, les cellules T CD4+ Thl spécifiques de Gag qui présentent un
profil de différenciation biaisé, perdent leurs capacités prolifératives et passent d'un
phénotype CM produisant de IL-2 vers un phénotype EM avec une production d’IFNy et de
TNFa limitée (500, 501). Alors que certains marqueurs d’activation sont conservés, comme
CD69 et 0OX40, l'expression de CD40L est altérée chez les patients infectés par le VIH. Ce
défaut est attribué a la dérégulation de la production d'IL-12 observée dans l'infection a VIH,

qui est médiée par I'engagement du CD4 par la gp120 (502).
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Les cellules T CD4+ dans l'infection a VIH surexpriment des marqueurs d'épuisement

Les cellules T CD4+ spécifiques du VIH surexpriment la molécule PD-1, ce qui est corrélée
avec la progression de la maladie (503, 504). En effet, I’expression de PD-1 chez les cellules
spécifiques est positivement corrélée avec la charge virale et négativement avec le nombre de
cellules T CD4+. La neutralisation in vitro de la voie de signalisation de PD-1 restaure la
capacité de prolifération et la sécrétion de cytokines chez les cellules T CD4+ spécifiques au
VIH notamment I’IL-2 et I'IFNy (505). De plus, les cellules T CD4+ spécifiques du VIH
expriment CTLA-4 a des niveaux plus ¢levés, CTLA-4 agissant de maniere semblable a PD-
1 en induisant un dysfonctionnement des lymphocytes T CD4+ (506). La co-expression de
PD-1, CTLA-4 et Tim-3 a été associée au phénotype le plus sévere de dysfonction chez les
cellules T CD4+ (507). La voie de signalisation de 1'IL-10 est induite chez les cellules T
CD4+ spécifiques du VIH épuisées, inhibant davantage leurs fonctions. Le blocage in vitro de
PD-1 et de 1'IL-10 induit une restauration de la réponse IFNy (508, 509). Plus récemment il a
¢été montré que LAG-3, qui interagit directement avec le CMH-II pour inhiber la réponse T,
est surexprimé dans les cellules T CD4+ et T CD8+ activées dans I’infection progressive a
VIH et correle avec la progression de la maladie. Le blocage de LAG-3 par des anticorps

restaure les réponses T anti-VIH des cellules de patients dans des expériences in vitro (510).

Les cellules T CD4+ dans l'infection 2 VIH montrent une signalisation TCR aberrante

A linstar des cellules T CD8+ spécifiques du VIH, les cellules T CD4+ spécifiques du VIH
montrent également une perturbation de la voie de signalisation de leur TCR qui se manifeste
par la régulation négative de la chaine CD3z, et qui est corrélée a la progression de la maladie
(511). La signalisation des cellules T CD4+ induite soit par I’interaction du TCR, soit par la
stimulation par PMA / Ionomycine ou IL-2, s'est révélée atténuée chez les patients présentant
une infection par le VIH progressive, mais pas chez les LTNP. Cette entrave a été associée a
des niveaux accrus de phosphorylation basale (512). De plus, les cellules T CD4+ provenant
de patients infectés présentent une perturbation au niveau du recrutement de Lck et de I’actine
F au site de la synapse immunologique. Cette inhibition est médi¢e par l'engagement du

récepteur CD4 par la gp120 (513).
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Perte dans I’aide aux cellules T CD8+

Dans le contexte de l'infection a VIH, les anomalies fonctionnelles des cellules T CD8+
conduisent a une diminution de la prolifération et de la production de cytokines, ce qui
accentue la dépendance des cellules T CD8+ a l'aide des cellules T CD4+, notamment pour la
sécrétion d'IL-2. Cependant, l'appauvrissement et le dysfonctionnement préférentiel des
cellules T CD4 spécifiques au VIH entrainent une altération de 1'aide apportée aux cellules T
CD8+ (461, 511). Une ¢étude de Lichterfeld et al. souligne la nécessité de 1’aide apportée par
les cellules T CD4+ afin de maintenir une réponse T CD8+ spécifique du VIH effective. In
vitro, la déplétion des cellules T CD4+, ou bien la neutralisation de I'L-2, entraine la
suppression des capacités prolifératives des cellules T CD8+ spécifiques au VIH. L’ajout de
cellules T CD4+ autologues isolées lors de la phase d’infection aigué restaure la
lymphoprolifération des cellules T CD8+ spécifiques au VIH. In vivo, la restauration des
réponses « helpers » des cellules T CD4+ par vaccination conduit & une prolifération accrue
des cellules T CD8+ spécifiques du VIH aprés stimulation peptidique in vitro (514). Les
cellules T CD4+ sont essentielles pour le recrutement des CTL provenant de la circulation
périphérique vers les sites d'infection via la sécrétion d'TFNy et de chimiokines comme
CXCL9 et CXCLI10 (515). Ainsi, la conservation d’une réponse effective par les cellules T
CD4+ au cours de l'infection & VIH peut aider au maintien du nombre de cellules T CD8+ et
de leurs fonctions effectrices, contribuant ainsi a des réponses immunitaires anti-VIH
efficaces. L'importance d’une réponse T CD4+ efficace dans d’établissement d’un controle
durable de l’infection VIH est mise en évidence chez les Controleurs du VIH, qui

maintiennent les fonctions T CD4+ et CD8+ intactes en plus d’une charge virale indétectable.

En plus d’étre dysfonctionnelles, plusieurs groupes ont montré que les cellules T CD4+
spécifiques du VIH sont particulierement susceptibles a I’infection par le VIH (498, 516,
517), jouant ainsi un role direct dans la perte de la réponse T CD4+ et alimentant la

propagation virale.

C.7.2 Tfh dans l'infection chronique a VIH

Les caractéristiques clefs de la pathogénese de 'infection a VIH sont I’activation immune
globale et la perturbation du compartiment B. Il est donc essentiel de comprendre le rdle de la
réponse Tth dans ’infection VIH et leur implication dans la perturbation du compartiment B,

ainsi que leur implication dans une réponse humorale efficace et notamment dans le
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développement de bNAb. La production de bNAb nécessite un nombre d’hypermutations
somatiques trés important, ce qui suggere que les cellules Tth jouent un role critique dans la

capacité du systtme immunitaire a générer ces anticorps.

L’accumulation des Tfh en phase chronique de I'infection VIH

Alors que ’on observe une perte des cellules Tth durant la phase aigiie de I’infection a
VIH/SIV, la phase chronique est caractérisée par une accumulation aberrante des cellules Tth
activées dans les OLII. L’expansion de cellules Tth durant la phase chronique est en compléete
opposition avec la perte des cellules T CD4+ activées dans I’infection progressive non-traitée.
(430) (409, 518) (519). Dans I’infection a VIH, Linqdvist et al., montrent qu’au sein des Tth,
les cellules spécifiques du VIH sont fortement amplifiées, particulierement les cellules Tth
spécifiques de Gag. Leurs travaux suggérent que la stimulation répétée des cellules Tth due a
la persistance antigénique, est I’un des facteurs permettant d’expliquer leur accumulation dans
les OL (520). En effet, plusieurs études font le lien entre la charge virale et ’accumulation des
Tth dans les OL : le traitement antirétroviral induit une diminution de la fréquence des Tth
dans les OL (430) (520), tandis que I’infection controlée du SIV soit par vaccination, soit
naturellement, présente une fréquence de Tfh modérée en comparaison avec la forte

accumulation observée dans I’infection progressive a SIV (521) (522).

Plusieurs études suggerent que la cytokine pro-inflammatoire IL-6, dont le niveau
plasmatique est augmenté durant I’infection VIH,et qui permet la différenciation des Tth, doit
jouer un rdle dans I’expansion anormale de ce sous-type cellulaire. En effet, le fait qu’il y ait
une expansion des Tth durant la phase chronique de I’infection plutét que lors de la phase
aigué€, suggere que l’activation immune, plus que le niveau antigénique, puisse induire
I’expansion des cellules Tth. Les cellules Tfh proliférant peu en phase chronique, une
différenciation préférentielle en Tth des cellules T CD4+ pourrait étre la cause de cette
accumulation. (518, 523) (524).

Une autre étude a montré que la perte des cellules T folliculaires régulatrices (Tfr), permettant
de réguler le degré de prolifération et d’activation des cellules folliculaires, pourrait aussi
contribuer a I’accumulation des cellules Tth durant la phase chronique de I’infection (525). A
I’opposé, Boswell et al. montrent une perte des cellules Tth durant I’infection progressive a
VIH. Mais dans cette étude, les auteurs se sont intéressés non plus aux cellules Tth des CG

mais aux Tth mémoires circulantes du sang périphérique. Les cellules étudiées sont de

95



phénotype CCR7hi CCR6hi CXCRS5hi PD-1hi, un sous-type cellulaire qui dans cette étude
posséde un profil proche des Tth des CG et qui a une meilleure capacité d’aide aux cellules B

in vitro en co-culture (70).

L’accumulation des Tfh est corrélée avec la perturbation du compartiment B

L’expansion des Tth est corrélée a I’hyperplasie des follicules, I’augmentation de la fréquence
des cellules B des CG et des cellules B plasmatiques, ainsi qu’a la perte des cellules B
mémoires. Concernant la réponse anticorps, I’expansion des cellules Tth est corrélée avec
I’hypergammaglobulinémie typique de I’infection chronique a SIV/VIH, ainsi qu’a
I’augmentation d’IgG spécifiques anti-SIV. En effet, Petrovas et al. décrivent une association
positive entre la fréquence des cellules Tth, D’expansion du compartiment B, et
I’augmentation d’anticorps circulants de forte affinité¢ contre le SIV, ce qui suggere que
I’infection chronique a SIV pourrait ne pas perturber la maturation et la production
d’anticorps spécifiques du SIV (518, 523). Néanmoins, la maturation d’affinité pourrait
malgré tout étre perturbée, bien qu’une fréquence élevée de Tth induit la prolifération des
cellules B, et la stimulation antigénique constante induit une perte de compétition et conduit a

la sélection de cellules B de faible affinité (493).

Dysfonction des cellules Tfh dans I’infection VIH

Dans le contexte de l'infection a VIH, une fonction Tfh inadéquate peut expliquer les
anomalies fonctionnelles observées dans le compartiment B. En effet, méme chez les patients
traités, ou I’accumulation des Tth est modérée, une étude sur la réponse vaccinale a HINI,
montre que la fréquence de non-répondeurs au vaccin est plus importante chez les patients
traités que chez des individus sains. De plus, la perte de la réponse au vaccin antigrippal
correle avec une absence du pic de cTth dans la circulation aprés vaccination. Enfin, les cTth
de patients non-répondeurs perdent leur fonction helper en comparaison aux répondeurs :
perte de la production d’IL-21 et perte de 1’aide a la production d’anticorps par les cellules B
in vitro (66, 526).

Cubas et al. ont montré une augmentation de I’expression de PDL-1 sur les cellules B de
patients infectés, qui a pour conséquence une inhibition de la fonction Tth médiée par
I’interaction PD-1 / PDL-1. Ils observent lors de co-cultures entre des Tth et des cellules B

mémoires de patients, une perte de I’expression d’ICOS et de la production d’IL-21 par les
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cellules c¢Tth, ainsi qu’une perte de la survie et de la production d’IgG par des cellules B. Le
blocage de PDL-1 ou I’ajout d’IL-21 permet la restauration de la production d'IgG dans le
systéme de co-culture Tth-B. Ces résultats suggerent que les cellules Tth de patients infectés
par le VIH sont incapables de fournir des signaux adéquats aux cellules B, et que cela peut
étre expliqué par la dérégulation de 1'expression de PDL-1 sur les cellules B (67).

D’autres signes d’altération des cellules Tth ont été rapportés durant 1’infection SIV
chronique pouvant expliquer la dysfonction des Tth dans I’infection, notamment 1’induction
de cellules Tth avec un profil Thl, exprimant IL-21, CXCR3, CCRS5 et IFNg. Les auteurs
suggerent que 1’expansion de ce sous-type Tth-Thl contribue a I’hypergammaglobulinémie.
Une étude récente, étudiant les cTth montre un défaut fonctionnel des cellules ¢Tth chez les
patients traités en comparaison des patients Contrdleurs. En effet, les cTth de patients traités
ont un phénotype plus Thl, avec une production d’IFNy et d’IL-2 perturbant la production
d’anticorps par les cellules B en co-culture in vitro. Les auteurs montrent que ce phénotype
Thl est associé a une perte des cellules B mémoires spécifiques du VIH ex vivo. Colineau et
al. montrent un défaut des Tth de la rate chez des patients infectés par le VIH. En effet,
I’expression de molécules de costimulation (OX40 et CD40L), nécessaires a I’interaction et
I’aide des cellules B, est diminuée chez les individus infectés par le VIH comparés aux
individus sains (527).

Il est donc probable que la pauvre qualité des anticorps produits durant I’infection VIH soit la
résultante de plusieurs facteurs, incluant la dysfonction Tth / B, le haut niveau d’antigénémie

et I’activation immunitaire.

Les Tfh, compartiment majeur de lI'infection, de la réplication, et de la production virale

L’expansion des cellules Tth spécifiques du VIH/SIV semble en contradiction avec la
profonde déplétion des cellules CD4+ spécifiques observée durant I’infection VIH, ce qui
pourrait laisser penser que les cellules Tth sont protégées de I’infection / déplétion. Mais au
contraire, il s’est révélé que la population Tth dans les OL est le compartiment majeur de
I’infection, de la réplication, et de la production de VIH/SIV (430, 431) (519, 524). Plusieurs
¢tudes montrent que les Tth sont un compartiment réservoir de I’infection VIH/SIV, que cela
soit chez les patients traités ou dans I’infection controlée VIH/SIV (430, 521, 522). Dans
I’infection chronique a SIV, les cellules Tth produisent en moyenne 6,5 fois plus d’ARN viral
que les cellules T CD4+ extrafolliculaires (528) alors que dans I’infection SIV non
pathogénique de sooty mangabeys, la réplication virale ne se concentre pas dans les follicules.

Enfin, le compartiment mémoire circulant est aussi un réservoir majeur de ’infection VIH
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chez les patients traités. Parmi les cellules circulantes CM de longue durée de vie, les cellules
Tth sont les plus susceptibles a I’infection et celles qui posseédent le plus d’ADN viral. Méme
en présence d’antirétroviraux efficaces qui permettent le controle de la virémie, le VIH
persiste dans ces cellules. Les auteurs suggérent que ces cTth infectées proviennent des Tth

des CG (529).

Le mécanisme qui induit une forte réplication virale dans les Tth n’est pas bien compris.

Plusieurs facteurs ont néanmoins été mis en avant.

Facteurs participants a I’infection préférentielle des Tth

Un facteur qui pourrait contribuer a une forte infection et réplication des Tth, vient de la
présence du réseau de DC folliculaires dans les follicules, qui sont fortement associées aux
virions et a proximité des Tth dans les CG.

Un autre facteur, est la présence de sanctuaires diie a la faible fréquence de cellules T CD8+
spécifiques du VIH exprimant le récepteur CXCRS5 leur permettant de migrer dans les CG et
d’éliminer les cellules Tth infectées (409). En effet, une étude montre un lien entre la
fréquence des cellules T CD8+ exprimant CXCRS présentes dans les follicules B suite a une
vaccination et le contrdle partiel de I’infection suite a un challenge avec SIV (530).

Le groupe de Connick montre que les Tth d’amygdales humaines sont fortement permissives
ex vivo, mais cette forte permissivité ne peut pas étre expliquée par une différence de sous-
types mémoires, d’activation cellulaire ou d’expression de corécepteurs a I’entrée virale
(CCR5 et CXCR4) (528). Plusieurs autres études ont référencé que malgré une forte
réplication dans les cellules Tth, il y a une perte d’expression de CCRS5 et des autres
corécepteurs de I’entrée dans les cellules Tth lors de I’infection progressive a SIV. L’analyse
des séquences d’enveloppes ne montre pas de mutations particuliéres suggérant que le virus
utilise les corécepteurs habituels pour infecter les cellules Tth. Ces deux groupes suggerent
que le SIV et le VIH infectent les précurseurs de Tth qui expriment CCRS afin d’établir
I’infection dans les Tth (519, 521, 524, 531).

L’infection perturbe la fonction Tth

En opposition avec I’étude de Chowdhury et al.,, plusieurs groupes montrent une

I’augmentation des Tfr dans les LN et dans la rate durant I’infection a VIH/SIV (527, 532). Le
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groupe de Connick démontre ex vivo que I’augmentation de Tfr est directement liée a
I’infection. Il montre que I’augmentation des Tfr dérégulent 1’activité des Tth et suggére un
role des Tfr dans la dysfonction de la réponse Tth dans I’infection VIH (532).

L’infection induit aussi une diminution de 1’expression de CXCRS dans la population Tth, ce
qui pourrait avoir pour conséquence la sortie des cellules infectées des CG et donc une perte
de l’aide aux cellules B ainsi que la propagation de D’infection dans un contexte

immunodépressif (528).

Enfin on observe une ultime déplétion des Tth durant la phase SIDA dans I’infection
progressive a SIV, cette perte étant liée a 1’apoptose des cellules Tth qui sont suractivées

conduisant a la perte de 1’aide aux cellules B (524).

Les réponses Tfh associées a une production efficace d’anticorps anti-VIH

Plusieurs études ont essayé¢ de comprendre quels sont les marqueurs associés a une bonne
réponse Tth qui permettrait d’induire une réponse anticorps de bonne qualité. Schultz et al.
ont montré que les cellules circulantes spécifiques du VIH sécrétant de I’IL-21 sont proches
transcriptionnellement des Tth des CG. Les patients progresseurs avec une charge virale basse
présentent une proportion plus importante de ces cellules spécifiques du VIH sécrétant de
I’IL-21. De plus, comparées aux cellules IFN-y+, les cellules IL-21+ étaient surtout engagées
dans une réponse contre Env, et ces cellules IL-21+ spécifiques de Env sont particuliérement
efficaces dans 1’aide aux cellules B. Enfin, les individus vaccinés dans le cadre de I’essai
vaccinal RV144, montrent une fréquence supérieure de ces cellules spécifiques pour Env
sécrétant de I’IL-21 par rapport aux participants des autres essais vaccinaux qui n’étaient pas
protecteurs (137).

Plusieurs études de groupes indépendants ont permis de montrer que la fréquence des cTth
chez les patients infectés correle avec la production de bNAb. En effet, Locci et al. ont montré
que les cTth (CXCRS5+ PD-1+ CXCR3-) sont proches transcriptionnellement et
fonctionnellement des cellules Tth des CG et que leur fréquence est augmentée chez les
individus capables de produire des bNAb (68). Dans une autre cohorte, la fréquence de cTth
correle aussi avec la capacité de neutralisation d’une grande diversité de virus (533). Enfin,
I’analyse de deux cohortes additionnelles a permis de montrer une forte corrélation entre la
fréquence de cTth et la génération de bNAb (534). L’étude de I’infection SIV et SHIV dans

des RhMs a fourni des preuves supplémentaires de 1’association des Tth et de la génération de
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bNAD. L’infection de RhMs avec SHIV 5pg induit la production de bNAb en corrélation avec
la fréquence et la réponse des Tth spécifiques pour Env des CG (535).

Alors que I’accumulation des Tfh dans I'infection progressive & VIH est associée avec la
dysfonction du compartiment B et 1’hypergammaglobulinémie, de maniére paradoxale,
I’augmentation de la fréquence des Tth (CG et circulants) est I’un des seuls corrélats avec le
développement de bNAb qui requic¢rent un grand nombre de mutations et donc une importante

aide des Tth.

C.7.3 Susceptibilité a I'infection des cellules T CD4+ spécifiques

Plusieurs processus sont a 1’origine de D’infection préférentielle des cellules T CD4+
spécifiques. Les cellules T CD4+ naives spécifiques au VIH, qui sont activées lors de la
premicre rencontre avec des Ag du VIH in vivo, se trouvent a proximité immédiate des DC
contenant du VIH. Ces cellules sont alors trés sensibles a 'infection par le VIH puisqu'elles se
divisent durant leur expansion initiale et qu’elles se différencient en cellules T effectrices. De
plus, les réponses des cellules T CD4+ spécifiques au VIH sont souvent conservées en phase
d’infection chronique et se propagent dans les tissus lymphoides périphériques, ou la
réplication virale et I'activation des cellules T sont prolifiques. La réplication virale locale des
cellules T CD4+ spécifiques du VIH peut alors expliquer la fréquence plus élevée d'infection
des cellules T CD4+ mémoires spécifiques du VIH. Douek et al. ont montré qu’apres
interruption du traitement, les cellules T CD4+ spécifiques du VIH sont préférentiellement
infectées, suggérant que le pool de cellules T CD4+ spécifique du VIH est continuellement
reconstitué et qu’intrinséquement ces cellules sont plus susceptibles a ’infection (498, 516,
517). Moris et al. ont démontré in vitro le processus de transmission préférentielle des DC
infectées aux cellules T CD4+ spécifiques du VIH. En réalisant des cocultures de clones T
CD4+ spécifiques de Gag avec des DC infectées in vitro, ils ont montré que la présentation
d’antigénes viraux par les DC infectées conduisait a l’activation des clones T CD4+
spécifiques de Gag favorisant ainsi la transmission du virus a ces lymphocytes (536).

Le groupe d’Harari insiste sur le fait qu'une proportion substantielle de cellules T CD4+
spécifiques au VIH-1 est présente dans les populations de cellules T CD4+ CM et qu'un
pourcentage important de cellules T CD4+ EM sont CCR5+ et Ki67+. Par conséquent,

l'expression du corécepteur principal pour le VIH et la capacité de prolifération peuvent
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potentiellement rendre les cellules CD4+ CCR7- hautement susceptibles a l'infection par le
VIH (498, 516, 517).
D. Contréle de I'infection a VIH
D.1. Contréleurs du VIH — Définition
“ws PROGRESSOR ‘s s CONTROLLER  iiaw
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Figure 20: Graphique décrivant la progression dans la maladie d’un Contrdleur du VIH vs un
progresseur chronique

La comparaison du développement de l'infection par le VIH-1 révele la différence marquée entre un
chronique progresseur et un Contrdleur du VIH. Les Contrdleurs du VIH maintiennent efficacement
leurs charges virales inférieures au seuil de détection tout en maintenant leur taux de cellules T CD4+
a des niveaux presque normaux. (Les courbes rouges représentent le nombre de cellules T CD4+, les
courbes violettes représentent des charges virales du VIH).

Long Term non progressors

La plupart des personnes infectées par le VIH développent une infection progressive
conduisant au SIDA en l'absence de traitement antirétroviral. Cependant, un petit groupe
d’individus se sont révélés étre asymptomatiques pendant de longues périodes sans avoir
besoin d'intervention thérapeutique. Ces individus, appelés Long Term Non Progressors
(LTNP), ont été identifiés environ 10 ans apres la découverte initiale du VIH. Les LTNP, qui
représentent environ 5% des individus infectés par le VIH-1, ont été définis sur la base d’un
comptage CD4 ¢levé et stable, correspondant généralement a des niveaux > 500 ou> 600
cellules T CD4+ / mm’ pour une durée supérieure de 5 a 10 ans (537, 538). Cependant, avec
'émergence des techniques basées sur la PCR permettant 1'évaluation de la charge virale, il est

devenu évident que ce groupe de patients était plus hétérogéne que ce qu'on avait pu
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imaginer. Deux sous-groupes de patients bien distincts ont émergé selon des critéres dits
virologiques (charge virale): les Contrdleurs « viremic » et les Contréleurs du VIH. Les
Controleurs « viremic » (jusqu'a 7% des personnes infectées par le VIH) sont des patients
infectés par le VIH qui maintiennent des charges virales faibles (<2000 copies de I'ARN VIH-

1 / mL de plasma) pendant plus d’un an et en 1'absence d'intervention thérapeutique.

Les Controleurs du VIH

Les Controleurs du VIH ou Contrdleurs élites représentent environ 0,5% des personnes
séropositives du VIH (allant de 0,2% a 1% selon la définition choisie). La définition des
Contrdleurs du VIH varie selon la cohorte étudiée, en fonction de la durée du contrdle et des
seuils de charge virale (539-541). Dans notre étude, les Controleurs du VIH sont définis
comme des individus infectés par le VIH, qui maintiennent moins de 50 copies d'ARN viral
par mL de plasma pendant au moins 5 ans, en I’absence de traitement antirétroviral.
Drailleurs, des critéres plus stricts ont été associés a un meilleur résultat clinique. Comme
I'ont démontré Okulicz et ses collegues (538), les Contréleurs « viremic » (50-2000 copies
d'’ARN / mL) montrent des taux de progression vers la maladie ainsi qu’un déclin du nombre
de leurs cellules T CD4+ plus rapide que chez les Controleurs du VIH (<50 copies d'ARN /
mL) (542, 543). De plus, la durée du contréle de I’infection est aussi un paramétre important,
les LTNP ayant maintenu un nombre de cellules T CD4+ > 500 cellules / mm’ pendant 7 ans
ont enregistré des taux de mortalité plus élevés que les LTNP qui ont maintenu des taux
¢levés de cellules T CD4+ pendant 10 ans (538).

Comme les Contrdleurs du VIH sont uniquement définis en fonction du critére virologique,
certains de ces rares patients présentent une perte progressive de leur nombre de cellules T
CD4+, avec dans certains cas des infections opportunistes mais en absence d'ARN viral
détectable en périphérie.

Le fait que I'épuisement immunitaire puisse se produire en l'absence de réplication virale
massive est assez intriguant et pourrait étre dii a une activation immunitaire anormale et / ou

une diminution de la production thymique (544, 545).
D.2. Parametres viraux dans le contréle de I'infection a VIH
D.2.1 Réplication virale résiduelle

La réplication virale n'est pas absente chez les Contrdleurs du VIH, mais elle est maintenue a
des niveaux tres faibles. Des tests de la charge virale hautement sensibles ont montré une

concentration virale médiane de 2 copies d’ARN / mL, avec moins de 10% des Controleurs
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présentant une charge virale persistante en dessous du seuil de détection de 0,2 copie / mL
(546). Ces niveaux sont comparables a ceux trouvés chez les patients recevant un traitement
antirétroviral efficace (547). Le matériel viral associé¢ aux cellules (ADN et ARN) a été
détecté¢ dans la majorité des cas chez les Contrdleurs (548). Les analyses ont montré un
certain degré d'évolution de la séquence virale chez ces patients, et ces études longitudinales
suggerent une réplication virale (549). Contrairement aux individus exposés séronégatifs, ou
le virus reste cantonné au site d’infection, il y a une répartition systémique du VIH chez les
Contrdleurs (550). Mais le plus souvent, les Contrdleurs du VIH sont détectés apres plusieurs

années d'infection silencieuse.

La réplication virale durant le stade d’infection aigué chez les Controéleurs

Cependant, il a été observé des cas d'infection primaire chez des individus qui plus tard sont
devenus Controleurs (538, 551-553). A partir de ces études, il a été établi que les Contrdleurs
font un pic précoce de charge virale, qui est par la suite contr6lé, mais ce pic de réplication
semble atteindre des valeurs inférieures a celles de la majorité des patients.

L’¢tude CASCADE, dont I’intérét principal réside dans le suivi a long terme des patients
apres séroconversion, a ¢t¢ menée a partir de données provenant de 22 cohortes de patients
vivant avec le VIH en Europe, au Canada et en Australie pendant une durée de 5 ans. Cette
¢tude a indiqué que le Contrdle du VIH s'établit progressivement apres le stade de l'infection
aigu€, avec un délai médian de 10 mois (552). Le délai de contréle du VIH variait entre les
patients, allant de <I mois a 3 ans de réplication virale détectable (538, 551, 552). Une étude
publiée en 2005 a montré que 6,7% des séroconvertis contrélent partiellement leur charge
virale apres la phase aigué (<500 copies / mL ) et ont réussi a maintenir de faibles taux de

réplication virale pour une durée médiane de 11,9 mois (554).

Charge virale et maintien du controle

Une fois que le contrdle viral est maintenu pendant quelques années, il acquiert un phénotype
plus stable. Par exemple, les patients de I'¢tude CASCADE, qui contr6laient I’infection depuis
5 ans aprés la séroconversion, avaient 0,74 chance de conserver leur statut de Contrdleur
jusqu’a 20 ans apres la séroconversion (552). Une analyse rétrospective de plus de 15 ans
indique que les Contrdleurs avec des "blips" viraux (brefs et faibles rebonds de la charge
virale) ou des épisodes intermittents de réplication virale limitée sont plus susceptibles de

montrer une pente de cellules T CD4+ négatives que les contréleurs avec des charges virales
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indétectables persistantes (555). Avec la disponibilité d’outils de diagnostique permettant la
détection de charges virales ultra-sensibles, il est devenu évident que méme des niveaux
extrémement faibles de réplication virale peuvent avoir un effet délétere a long terme, car les
Controleurs ayant des charges virales supérieures au seuil de 1 copie / mL sont plus
susceptibles d'avoir une diminution des lymphocytes T CD4+, que ceux avec une charge
virale indétectable (546).

Chez les patients Contrdleurs, le statut d'activation des cellules T CD4+ et T CD8+ ainsi que
le niveau d'expression de la chimiokine CXCL10 chimio-attractante des cellules T, sont

associés a un risque élevé de perte du contrdle viral (556).

D.2.2 Fitness et génétique du virus

Si une forme d'aptitude virale réduite peut expliquer le statut de Contrdleur du VIH, ceci reste
malgré tout un probléme débattu. Les premiers rapports ont mis en évidence la présence de
virus défectueux ou atténués dans certains LTNP. Des études suggerent que chez certains
patients, des délétions dans le geéne nef provoquent une réplication virale de faible niveau
(557-559). Cependant, ces rapports se sont révélés étre I'exception plutdt que la régle, car le
séquencage complet des isolats viraux de Controleurs n'a révélé aucune altération majeure. De
plus, l'analyse de ces séquences au niveau de la population indique que les délétions
importantes dans nef ne représentent qu'une minorité des cas de contrdle du VIH (560).
Depuis, un nombre croissant d'études ont signalé l'isolement de virus VIH compétents et
réplicatifs chez les Contrdleurs.

Un cas a été reporté, ou un virus compétent, isolé d’un patient Controleur, a caus¢ une
infection progressive a VIH lorsqu’il a été transmis a d’autres patients. A l'inverse, la
transmission du VIH de patients progresseurs chroniques (CP) a des patients qui sont devenus

par la suite Controleurs du VIH a également été documentée (561, 562).

Ces résultats suggerent que la majorité des Contréleurs du VIH sont infectés par un virus
compétent. Cela signifie donc que ce sont propablement les facteurs de 1'hdte, génétiques et /
ou immuno-médiés, qui régissent le contrdle de la virémie. L'étude des facteurs de 1’hote et
leurs rdles dans la médiation d'une réponse immunitaire efficace peuvent contribuer au

développement de nouvelles stratégies pour un vaccin thérapeutique anti-VIH-1 efficace.
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D.3. Facteurs génétiques de I’hote dans le controle de I'infection a VIH

D.3.1 HLA de classe |

Les Controleurs du VIH montrent une surreprésentation des all¢les spécifiques "protecteurs"
HLA de classe I par rapport aux patients progresseurs du VIH. Parmi ces alleles on trouve
HLA-B * 57, HLA-B * 27, HLA-B * 58, HLA-B * 81 et HLA-B * 13 (563-567). Les all¢les
HLA protecteurs sont présents dans 67% des Controleurs, mais ne sont exprimés que dans
37% des CP, tandis que le sous-ensemble HLA-B * 35-Px et HLA-B * 07 est enrichi chez les
CP (568, 569). Avec le développement des études d'association génomique a large spectre
(GWAS), il est devenu possible d'analyser plus d'un million de polymorphismes
nucléotidiques (SNP) dans le génome humain en association de la progression dans la
maladie. Les analyses GWAS réalisées dans des cohortes a grande échelle, ont révélé que les
seules associations significatives avec la progression de la maladie du VIH étaient des SNP
situés dans la région du CMH sur le chromosome 6, avec une contribution claire des geénes du
CMH de classe I (570) et une contribution possible des génes de CMH de classe II (571).
Bien que l'association génétique dominante avec le contrdle du VIH se trouve au sein du
HLA-B, un autre polymorphisme a été détecté¢ en amont de HLA-C (572). Ces associations
entre l'expression de la molécule HLA de classe I et le controle de la virémie, combinées au
fait que les réponses CTL restreintes HLA B * 57 / B27 semblent immunodominantes et
particulierement efficaces chez les Controleurs, suggérent fortement que les cellules T CD8+

jouent un réle clé dans la lutte contre l'infection a VIH.

D.3.2 HLA de classe Il

La contribution des all¢les du CMH de classe II dans le controle du VIH a été moins analysée.
Plusieurs rapports ont montré un enrichissement de certains alleles du CMH de classe II chez
les Contrdleurs du VIH. On a constaté que les patients possédant HLA DRB1 * 13 avaient de
meilleures réponses T CD4+ au niveau la muqueuse (573). Dans une autre étude, les patients
exprimant HLA DRB1 * 13 en association avec HLA DQB1 * 06, ont affich¢ de meilleurs
taux de prolifération et une sécrétion d'IFNy augmentée en réponse a une stimulation par la
p24 du VIH-1 (574). Un autre exemple de l'implication de cet allele dans le controle du VIH
provient d'une étude démontrant que l'allele DRB1 * 1303 était associ¢ a des charges virales
plus faibles (575). En 2013, Ranasinghe et al., ont effectué une analyse a grande échelle de

l'association de certains alleles HLA-DR avec la charge virale. Les résultats de cette étude
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indiquent une association entre l'expression d’HLA DRBI1 * 1502 et une charge virale faible.
Dans cette analyse de plus de 1000 patients infectés, DRB1 * 1303 a également montré un
effet protecteur. L'analyse ex vivo a révélé que les patients exprimant les alléles protecteurs
montraient des réponses T CD4+ contre Gag et Nef plus diverses que les patients possédant

les alléles HLA-DRB1 qui sont associés a une plus forte virémie (576).

D.4. Réponse immunitaire T CD8+ dans le controdle de I'infection VIH

D.4.1 Les cellules T CD8+ chez les contrbleurs ne sont pas épuisées

Ces dernicres années, il est devenu de plus en plus clair que c'est la qualité, plutot que la
quantit¢ de réponses antivirales médiées par les cellules T CD8+ qui régit le controle
immunitaire du VIH. L'analyse transcriptionnelle a révélé que les cellules T CD8+ de
Controleurs expriment des quantités inférieures du gene PD-1 qui régule l'épuisement
immunitaire (577). Une étude transversale a rapporté que les CTL de Contrdleurs expriment
des niveaux inférieurs de marqueurs pro-apoptotiques (tels que la caspase-3 clivée), et
qu’elles surexpriment des molécules anti-apoptotiques telle que Bcl-2 (578). Les cellules T
CD8+ de Controleurs présentent des capacités prolifératives plus élevées, par rapport a celles
de patients progresseurs (579). Elles ont également des télomeres plus longs, ce qui suggere
un fort potentiel d'auto-renouvellement (580). De plus, les cellules T CD8+ de Contrdleurs
ont des réponses polyfonctionelles suite a une stimulation antigénique, tandis que les cellules
T CD8+ de CP ont une tendance a présenter une réponse monofonctionnelles comme des

cellules effectrices (581, 582).

D.4.2 Les cellules T CD8+ de Contréleurs possedent des capacités
cytotoxiques accrues
Les cellules T CD8+ de Contrdleurs sont capables d’inhiber efficacement la réplication virale
de cellules T CD4+ autologues infectées par le VIH, dans des co-cultures ex vivo (583).
L’augmentation de cette activité suppressive chez les patients Controleurs est liée aux niveaux
d'expression élevés de granzymes et perforines dans des cellules T CD8+ spécifiques du VIH
(584). L'analyse phénotypique des sous-populations de cellules T CD8+ de Contréleurs a
montré que les cellules T CD8+ EM présentent une meilleure capacité de suppression du VIH
que les cellules T CD8+ CM (585). Les cellules T CD8+ des Controleurs sont capables

d’éliminer les cellules T CD4+ infectées de maniére latente suite a leur activation in vitro,
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tandis que les lymphocytes T CD8+ des patients traités n’en sont pas capables (586), ce qui
pourrait expliquer comment les Controleurs évitent ou limitent les épisodes de réplication du

VIH.

D.4.3 La réponse T CD8+ contre Gag correéle avec le contrdle de I'infection

Une étude a montré que les cellules T CD8+ de Controleurs hautement fonctionnelles étaient
résidentes des tissus muqueux et qu’elles sont spécifiques de Gag (587). Un grand nombre de
preuves suggerent que le niveau de la réponse T CDS8+ anti-Gag est corrélé avec une
progression plus lente de la maladie (588-590), et que l'activité suppressive anti-VIH des
cellules T CD8+ est fortement corrélée avec une réponse spécifique anti-Gag mais pas anti-
Nef (591, 592). Ces corrélations peuvent suggérer que la faible virémie observée chez les

Contrdleurs est causée par des réponses CTL anti-VIH hautement efficaces.

D.4.4 Les cellules T CD8+ sont de forte avidité chez les Contréleurs du VIH

Les cellules T CD8+ de Contrdleurs du VIH présentent une forte avidité fonctionnelle, qui se
traduit par leur capacité a répondre a de faibles quantités d'Ag du VIH (593, 594). Les
réponses de Controleurs restreintes par les HLA-B * 57 et HLA B * 27 sont associées a des
réponses T CD8+ de forte avidité (567, 593, 595). Il a également été proposé que les
clonotypes de TCR dits "publics", i.e plusieurs patients Controleurs possédant les mémes
séquences TCR, offrent des réponses fonctionelles de forte avidit¢ (596, 597). Cette
association entre la clonalité et l'avidité fonctionnelle a également été démontrée dans le

contexte de l'infection primaire SIV chez les RhM (598).

Ainsi, il semble que les cellules T CD8+ des Controleurs du VIH soient dotées d'un ensemble
de fonctions immunitaires antivirales, telles que l'auto-renouvellement, les réponses
polyfonctionnelles des cytokines, une capacité cytotoxique ¢élevée, une grande avidité
fonctionnelle. Cet ensemble de propriétés peut permettre aux cellules T CD8+ de Controleurs
d'inhiber la réplication virale et de maintenir des charges virales indétectables chez ces

patients rares.
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D.5. Réponse immunitaire humorale dans le controle de I'infection VIH

D.5.1 Anticorps non neutralisants

Plusieurs études montrent la présence d’anticorps capables d’induire la cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) chez les patients Contrdleurs (599).

Plus récemment une étude montre une polyfonctionnalité des anticorps anti-VIH chez les
Contrdleurs du VIH. En effet, les Contréleurs montrent des réponses immunitaires humorales
polyfonctionnelles capables d’induire de maniére coordonnée I’ADCC, d'autres fonctions NK,
la phagocytose des monocytes et des neutrophiles, et le complément. Cette réponse
fonctionnellement coordonnée est associée a des réponses IgG3 / IgGl qualitativement
supérieures, alors que les réponses IgG2 / IgG4 spécifiques au VIH, répandues parmi les

sujets virémiques, €taient associées a une activité globale des anticorps plus faible (600).

D.5.2 Anticorps neutralisants a large spectre et diversité de neutralisation

Les sérums des patients Contréleurs montrent peu de diversité de neutralisation (564, 601,
602), étant donné leur charge virale faible. Mais chez les Contrdleurs, 1’antigénémie et
I’activation semblent aussi €tre les moteurs de la diversité de neutralisation. En effet, le
groupe de Alter et al, montre que chez les Contrdleurs, la diversité de neutralisation est
associée a un profil inflammatoire, incluant de hauts niveaux plasmatiques de CXCL13,
sCD40L IP10, CCLS5, TNFa, et la charge virale est associée a ces profils cytokiniques (603).
Mais de maniére intéressante, il a été montré que des Contrdleurs infectés par deux souches
du VIH présentent un spectre de neutralisation par les anticorps plus large que des
Controleurs infectés par une seule souche (604), suggérant que chez ces patients, la
production d’anticorps de large spectre dépend non seulement de la quantité mais aussi de la
diversité¢ d’Ag.

L’analyse des bNADb a partir des cellules B mémoires triées capables de fixer le « core » de la
gp120 modifiée, a montré des capacités similaires de neutralisation entre les anticorps de
patients Controleurs et non-Controleurs (605) (606). De plus, de puissants bNAb provenant
du compartiment B mémoire ont été découverts chez des Contrdleurs, notamment 1’anticorps

3BNC117 ciblant le site de fixation de CD4 (607).
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D.5.3 Réponse B mémoire chez les Contrdleurs du VIH

L’¢étude de la population totale des cellules B mémoires chez les Controleurs, révele que ces
individus montrent un compartiment B mémoire préservé en comparaison aux patients traités
et aux CP. En effet, les Contréleurs du VIH montrent une fréquence préservée de la
population RM qui est corrélée négativement avec la charge virale, alors que cette population
est perdue chez les patients traités aux dépens des populations AM et TLM qui sont propices a
I’apoptose et a 1’épuisement cellulaire (608). Dans 1’étude de Buckner et al., qui ont étudié les
cellules B mémoires spécifiques du VIH via I’utilisation d’une gpl40 marquée, les
Controleurs montrent un enrichissement des cellules B mémoires spécifiques de la gp140
dans le compartiment RM, alors que chez les patients traités, les cellules B mémoires
spécifiques sont préférentiellement enrichies dans la population épuisée TLM.

Enfin, les Controleurs du VIH montrent une fréquence plus importante de cellules B
mémoires spécifiques de la gpl40 que les patients traités (609). Ces résultats ont été
confirmés par de nombreux groupes (610-613), et suggerent donc que les Contrdleurs
possedent un compartiment B mémoire spécifique de la gpl40 préservé. Néanmoins, le
compartiment B mémoire et les anticorps circulants sont déconnectés et la production
d’anticorps spécifiques par les cellules B mémoires stimulées est différente de la quantité
d’anticorps spécifiques dans le sérum (612). Mais récemment un groupe a montré qu’il
pouvait y avoir un lien entre le compartiment mémoire et la circulation. En effet la fréquence
de cellules B mémoires spécifiques de la gp140, chez les patients Contréleurs portant 1’allele

de protection B57, correle avec la diversité de neutralisation des sérums (613).

D.6. Réponse immunitaire T CD4+ dans le contrdle de I'infection VIH

Alors que le role des réponses T CD8+ dans la suppression de la réplication virale a été bien
¢tabli, la contribution des cellules T CD4+ dans le controle du VIH a été débattue (614, 615).
Les cellules T CD4+ sont des médiateurs importants des réponses immunitaires antivirales,
car elles fournissent une aide aux cellules B pour la maturation des anticorps, une aide au
maintien des cellules T CD8+, et peuvent également exercer des effets antiviraux directs pour
maintenir le contrdle de l'infection. Cependant, les cellules T CD4+ sont également les cibles
préférentielles du VIH, et peuvent ainsi alimenter la propagation du VIH (517, 616). Cette

partie décrit le statut et le role des cellules T CD4+ dans le controle de I’infection VIH.
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D.6.1 Maintien d’une réponse Th1 anti-Gag efficace de haute affinité

Les réponses T CD4+ polyfonctionelles spécifiques de Gag corrélent avec le controle du VIH

Corrélation de la réponse Th1 anti-Gag avec le contrdle de 1’infection

En 2012, Ranasinghe et al., ont montré que les réponses T CD4+ Thl spécifiques de Gag
¢taient d'une plus grande amplitude, avec une plus large diversité d'épitopes, chez les
Contréleurs du VIH par rapport aux patients traités, et ces réponses étaient fortement
associées a des niveaux inférieurs de virémie. Cette ¢tude a identifi¢ trois épitopes majeurs du
VIH-1 dans Gag qui étaient liés au controle du VIH. En revanche, les réponses des cellules T
CD4+ a Env étaient associées a une forte virémie. Ainsi, le rapport Env / Gag était le plus bas
chez les Controleurs du VIH et le plus élevé chez les patients progresseurs hautement

virémiques (617).

Maintien de la fonction proliférative des cellules spécifiques du VIH

L'infection par le VIH se caractérise par I’épuisement cellulaire, c’est a dire une perte précoce
du nombre et de la fonction des cellules T CD4+ spécifiques du VIH et plus particuliérement
celles des cellules Gag spécifiques qui participent au controle de I’infection (406, 618, 619).
En effet, la faible ou I’absence de réponse proliférative des cellules T CD4+ spécifiques du
VIH est la marque de l’infection progresive a VIH, qui a été montrée comme étant
principalement causée par une perte de fonction, en particulier le défaut de sécrétion d’IL-2.
Les cellules T CD4+ de Controleurs présentent quant a elles des capacités prolifératives
¢élevées liées a ’augmentation de la production d'IL-2, qui pourrait notamment s’expliquer par
la conservation du compartiment CM (22, 400, 620, 621) (622). Notre équipe a aussi montré
la capacité de renouvellement élevé in vitro des cellules T CD4+ spécifiques du VIH pour le
peptide immunodominant Gag293 chez les patients Contrdleurs. De plus, via le marquage
tétramere de classe II pour ce méme peptide, les Contréleurs du VIH montrent une proportion
supérieure de cellules T CD4+ spécifiques ex vivo par rapport aux patients traités (623, 624).
Une récente étude, montre que la fréquence ¢élevée de cellules T CD4+ spécifiques de Gag293
chez les patients Controleurs corréle inversement avec la charge virale soulignant leur

importance dans le contrdle viral (625).

110



Les cellules T CD4+ de Contrdleurs du VIH sont polyfonctionelles

Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag chez les Contréleurs du VIH sont partiuliérement
efficaces, plus polyfonctionnelles que celles des patients traités, avec une plus grande capacité
a produire des cytokines Thl comme IL-2, IFNy, TNFa, CCL4 et a dégranuler (expression de
CD107a) simultanément, dans le sang et dans la muqueuse intestinale (573, 626, 627). Notre
équipe a également participé a la découverte de ce mécanisme, en montrant que les cellules T
CD4+ spécifiques de Gag293, préferentiellement maintenues ex vivo, sont hautement
polyfonctionnelles et présentent un phénotype Thl comparé aux cellules de patients traités

(624).

Faible expression de récepteurs inhibiteurs chez les patients Controleurs

Les cellules T CD4+ de patients Contréleurs semblent mieux protégées contre l'apoptose
notamment via l'inactivation de FOXO3a (628), mais surtout contre 1’épuisement cellulaire
des cellules T CD4+ spécifiques du VIH. L’une des principales causes de 1’épuisement
cellulaire est 1’expression des récepteurs inhibiteurs, comme PD-1 et CTLA-4 suite a
I’activation immunitaire chronique caractéristique de I’infection a VIH. Chez les patients
Controleurs du VIH, dont les cellules T CD4+ spécifiques maintiennent une fonction
proliférative ¢élevée et une réponse cytokinique polyfonctionelle, I’expression de PD-1 et
CTLA-4 est diminuée. L’étude de Porichis et al. montre que leur expression correle avec le
stade de I’infection et la charge virale. Le blocage de PD-1 restaure les fonctions des cellules
T CD4+ spécifiques du VIH des patients traités et des patients progresseurs, a savoir
I’augmentation de la proliferation et de la production de cytokines IL-2 et IFNy.
L’augmentation de la fonction est trés faible chez les patients Controleurs qui ne sont pas

bridés par PD-1 (505, 629) (504).

Les cellules T CD4+ de haute avidité pourraient jouer un role dans le controle de I'infection
aVIH

Nous avons déja démontré que les contréleurs du VIH abritent une population de cellules T
CD4+ portant des TCR de forte avidité, qui sont capables de répondre a une quantité
minimale de peptides Gag293 immunodominants. En effet, les tétrameres de molécules

CMH-II chargés en peptide Gag293 lient plus efficacement les TCR présents a la surface des
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cellules T CD4+ des Controleurs du VIH que ceux des patients traités, indiquant une
différence dans l'avidité intrinséque des TCR (623). Les modeles d'infection virale chronique
indiquent que les cellules T qui portent des TCR de forte avidité sont dotées d'un ensemble de
propriétés fonctionnelles qui aboutissent a des réponses immunitaires hautement efficaces.
D'une part, les cellules T de forte avidité présentent une capacité proliférative plus importante
que les cellules T de faible avidité, entralnant une reconstitution progressive de la population
de forte avidité. D’autre part, les cellules T de haute avidité sont plus polyfonctionnelles, ce
qui signifie qu'elles produisent une plus grande variété de cytokines en réponse a des stimuli
antigéniques. Enfin, dans les cellules T CD8+, les TCR de haute avidité confeérent une activité
cytotoxique plus efficace et ont été associés au contrdle viral (595, 630-633). Il est fortement
intéressant de voir que 1’ensemble des propriétés observées chez les cellules T de forte avidité
correspond a I’ensemble des fonctions conservées chez les Controleurs du VIH, suggérant que
bon nombre des caractéristiques immunitaires des Contrdleurs pourraient s'expliquer par la

nature particuliere de leur TCR spécifique du VIH.

En 2016, nous avonc publi¢ une étude (cf Annexe 1) ou nous avons recherché les
déterminants moléculaires qui sous-tendent cette réponse de haute avidité chez les cellules T
CD4+ de patients Contrdleurs, et nous avons caractérisé le répertoire TCR des cellules T
CD4+ spécifiques de 1’épitope immunodominant Gag293. Les Contrdleurs du VIH ont montré
un répertoire TCR hautement biaisé, caractérisé par une expression préférentielle des chaines
TCR Va24 et Vb2, la présence de motifs conservés au sein des régions CDR3 de ces deux
chaines, et une prévalence ¢élevée de clonotypes publics (n=18 pour chaque chaine de TCR),

i.e des séquences TCR des régions CDR3 permettant la reconnaissance de Gag293, partagées
entre plusieurs patients. Les clonotypes publics les plus représentés ont été¢ capables de
générer des TCR fonctionnels ayant des affinités de 1’ordre du micromolaire pour le complexe
peptide / CMH-II, ce qui est remarquablement élevé pour les TCR restreints par le CMH-II.
Nous avons montré que les TCR de haute affinité spécifiques pour Gag293 sont capables de
reconnaitre jusqu’a 5 alleles différents de HLA-DR. De plus, apres transduction a l'aide de
lentivecteurs, ces TCR ont conféré une réponse spécifique a Gag293 trés sensible et

polyfonctionnelle aux cellules T CD4+ primaires.

En résumé, les propriétés des cellules T CD4+ décrites ci-dessus suggerent que les cellules T

CD4+ de Controleurs du VIH échappent a 1'épuisement et conservent des fonctions Thl
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optimales, notamment liées a la nature intrinseque de leurs TCR de haute affinité, pour

soutenir la réponse antivirale et contribuer au contrdle viral.

Aide aux cellules T CD8+

La cytokine IL-21, qui est produite par les lymphocytes T CD4+, joue de multiples rdles dans
la mise en place des réponses immunitaires. L’Il-21 induit le développement de cellules Th17
et Tth et bloque la différenciation des Treg. L'IL-21 entraine également la maturation
d'affinité¢ des cellules B, la commutation de classe et est importante pour les fonctions T
CD8+ (634-636). Les études sur le modéle murin d'infection a LCMV suggérent que la
production d'IL-21 par des cellules T CD4+ spécifiques de LCMV est essentielle dans le
controle viral et pour préserver les cellules T CD8+ de I'épuisement (637-639). Dans le
contexte de l'infection a VIH, on a observé que les CP maintiennent de faibles niveaux d'IL-
21 plasmatique alors que les Contrdleurs préservent des niveaux normaux d'IL-21 dans leur
plasma. L'analyse de l'expression d'IL-21 dans les cellules T CD4+ montre que les
Contrdleurs produisent des niveaux plus élevés d'IL-21 par rapport aux CP. Par ailleurs, la
prise de traitement antirétroviral ne permet pas le rétablissement complet de la production
d'IL-21. Les niveaux d’IL-21 plasmatique corrélent positivement avec le nombre de cellules T
CD4+ (640, 641). Dans une autre étude, il a été rapporté que la fréquence ¢levée des cellules
T CD4+ productrices d'IL-21 était inversement corrélée aux charges virales plasmatiques. La
méme étude a cependant démontré, que les cellules T CD4+ productrices d'TL-21, spécifiques
du VIH, étaient présentes a de faibles niveaux chez les patients traités et les LTNP (642).

A Topposé, Chevalier.et al. ont observé que les Controleurs du VIH maintiennent une
fréquence plus élevée de cellules T CD4+ sécrétrices d'IL-21, par rapport aux patients traités
et aux patients progresseurs. De plus, cette étude a montré que la production d'IL-21 par les
cellules T CD4+ des Controleurs du VIH induit une régulation positive des marqueurs
cytotoxiques, tels que Perforine, Granzyme A, Granzyme B et CD107 chez les cellules T
CDS8+ provenant de patients progresseurs en coculture in vitro. La supplémentation in vitro en
IL-21 a permis d’augmenter la capacité des cellules T CD8+ a éliminer les cibles T CD4+
infectées par le VIH (643).

Réponses T CD4+ cytotoxiques et contréle du VIH

Dans le contexte d'infections virales chroniques, les cellules T CD4+ ont classiquement été

considérées comme les cellules « helper » des cellules T CD8+, alors que leur potentiel
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antiviral direct a généralement ¢été négligé. Au cours des derniéres années, un nombre
croissant de preuves suggere qu’en dehors de leurs fonctions « helper », les cellules T CD4+
ont la capacité de reconnaitre et d'¢liminer directement les cellules infectées par le virus. Une
¢tude de Soghoian et al., montre que 1'émergence de cellules T CD4+ cytotoxiques pendant la
phase aigué de l'infection est associée a une progression plus lente de la maladie (406). Ces
cellules expriment des protéines cytolytiques telles que Granzyme A, Granzyme B et
perforine, qui sont les caractéristiques des réponses CTL classiques, et sont capables
d’¢éliminer les macrophages infectés par le VIH in vitro. 11 a été aussi démontré par d’autres
travaux, que certains Controleurs du VIH maintiennent des cellules T CD4+ cytotoxiques
(644, 645). Une étude récente a démontré que les cellules T CD4+ cytolytiques spécifiques au
VIH ont une signature phénotypique et transcriptionnelle distincte. Ces cellules différaient des
cellules Thl classiques et présentent des caractéristiques communes aux lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques avec une forte expression de Granzymes, EOMES, perforine, LAG3,
etc... Les cellules T CD4+ cytotoxiques ont la capacité d'agir en coopération avec les cellules
T CD8+ pour supprimer la réplication virale, et leur émergence a été associée avec un « viral
set point » précoce, ce qui suggere un rdle possible dans le contrdle précoce du VIH (646).
Récemment, Laher et al. ont montré que les cellules T CD4+ spécifiques de Gag sont
amplifiées chez les patients Contrdleurs infectés par des virus de clade C, qu’elles ont un
phénotype cytotoxique, et que leur fréquence correle inversement avec la charge virale (625).
Des preuves supplémentaires de 'existence de cellules T CD4+ cytotoxiques proviennent de
'¢tude des controleurs SIV. Les clones de cellules T CD4+ de contdleurs du SIV sont
capables d’¢liminer les macrophages, mais pas les cellules T CD4+ infectées par SIV (647).
Des cellules T CD4+ cytotoxiques ont également été rapportées dans des macaques infectés

par la souche atténué¢e STVmac239Anef (648).
Ainsi, ces résultats dans des modeles de controle VIH / SIV suggeérent un réle antiviral direct

potentiel pour les lymphocytes T CD4+, ce qui peut contribuer a la réponse antivirale

générale observée chez les contréleurs du VIH.
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D.6.2 Réponse Tfh chez les Contréleurs du VIH

Accumulation de Tfh chez les patients Contréleurs du VIH

Il a été montré que I’accumulation des Tth est associée a la charge virale, et que les RhM
Contrdleurs dans I’infection SIV ont une quantité de Tth (CXCRS5+ PD-1+) qui est réduite
comparée aux macaques progresseurs (522).

Par contre, la fréquence du compartiment mémoire circulant Tth est plus importante chez les
Controleurs du VIH comparée aux patients progresseurs, dans 1’étude de Buranapraditkun et
al. Les Controleurs présentent une proportion de ¢Tth (CXCR5+) parmi les cellules T CD4+
du sang plus importante que les patients progresseurs et Controleurs « viremic ». Par ailleurs,
dans I’étude de Martin-Gayo et al., les cTth (CXCR5+ PD-1lo) sont présents a une fréquence

plus élévée que chez les patients progresseurs (611, 649).

La fonction Tfh chez les Controleurs

Malgré le bénéfice avéré de la thérapie antirétrovirale, le traitement ne restaure pas
complétement I’immunité cellulaire et humorale. Les patients infectés sous traitement
antirétroviral montre une réduction de leur réponse immunitaire suite a la vaccination et sont
incapables de monter une réponse antivirale efficace suite a l’arrét du traitement. Par
exemple, la proportion de non-répondeurs a la vaccination contre la grippe est plus importante
chez les patients infectés que chez les individus sains, ce qui est correlé avec une absence de
réponse Tth chez ces patients. L’étude de Pallikkuth et al., montre que la perte de la réponse
au vaccin antigrippal est corre¢lée avec une absence du pic de c¢Tth (CXCR5+) dans la
circulation aprés vaccination, ainsi qu’une perte de la fonction helper des cTth in vitro (66).
De plus, les cellules B mémoires spécifiques du VIH sont progressivement perdues chez les
patients traités ce qui est également compatible avec une perte de la fonction Tth (609) (Cf.
D.5.3). Récemment 1’étude des cTth chez les Controleurs du VIH a permis de mettre en avant
le maintien d’une réponse Tth efficace chez ces patients. Cubas et al. ont montré qu’en co-
culture avec des cellules B mémoires in vitro, les ¢cTth (CXCR5+ CXCR3-) de patients
Contrdleurs étaitent capables d’induire une production d’anticorps similaire a celle observée
chez les donneurs sains, alors qu’ils observent une perte de la production d’anticorps chez les
patients traités. De plus, alors que les patients Controleurs maintiennent une production d’IgG

spécifiques de Env dans ce systéme de co-culture, celle-ci est quasiment absente chez les
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patients traités. Les auteurs montrent que le défaut fonctionnel des Tth de patients traités est
li¢ a une polarisation en cellules Tth-Th1 qui sécrétent de I'IL-2 et de I'IFNy induisant ainsi
une diminution de la production d’IgG, alors que les c¢Tth des Controleurs du VIH
maintiennent un phénotype et une fonction Tfh, expriment a plus fort niveau CXCRS et
produisent plus d’IL-21 que les patients traités (610). Ces données sont compatibles avec
d’autres études montrant un maintien de la production d’IL-21 par les cellules T CD4+ chez
les Controleurs du VIH par rapport aux patients progresseurs et traités, ce qui est corrélé
positivement avec le nombre de cellules T CD4+ et négativement avec la charge virale (640-
643). (cf partie A.2.1 aide aux cellules T CD8+ pour plus de détails). L’étude de Cubas et al.
montre aussi, a 1’aide d’une gp120 marquée, que la proportion de cellules B spécifiques ex
vivo est plus importante chez les patients Controleurs que chez les patients traités, suggérant
le role des cellules Tth in vivo dans le maintien de cette population (610). Une étude du
groupe de Streeck et al. décrit que les cTth (CXCRS5+) spécifiques de Env chez les
Contréleurs montrent une meilleure capacité¢ a induire la commutation de classe et la
maturation des cellules B par rapport aux patients progresseurs et que leur capacité a produire
de I'[L-21 semble lier avec la fréquence de cellules B mémoires spécifiques de la gp120
(611). Enfin, une récente étude, montre que la large diversité de neutralisation des anticorps
chez les Contrdleurs « viremic » est associée avec un enrichissement de leur population cTth
(CXCR5+ CXCR3- PD-llo). L’enrichissement préférentiel des cTth chez les patients
Contrdleurs « viremic » est une conséquence de la fonctionnalité accrue de leurs DC a

différencier les cellules T CD4+ naives en cTfh (649).

Ces trois groupes suggerent (via I’étude des cTfh) que la fonction Tth pourrait étre préservée
chez les patients Contrdleurs du VIH. Les cellules cTth chez les patients Controleurs sembles
présenter une préservation phénotypique et fonctionnelle, qui permettrait la maturation

d’affinité, le changement d’isotypes et la production d’anticorps par les cellules B.

D.6.3 Susceptibilité des cellules T CD4+ a I'infection VIH et réservoirs viraux
chez les Contréleurs du VIH

Susceptibilité des cellules T CD4+ a l'infection du VIH chez les Controleurs du VIH

Plusieurs études suggérent que les cellules T CD4+ des Contrdleurs du VIH présentent une
susceptibilité réduite a l'infection par le VIH par rapport aux cellules T CD4+ provenant de

CP et d'individus non infectés. Chen et al. ont rapport¢ que les cellules T CD4+ de
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Controleurs du VIH expriment des niveaux plus élevés d’inhibiteur de la kinase dépendante
de la cycline (CDK) p21. La régulation positive de la p21 chez les Controleurs du VIH bloque
la transcription inverse et l'allongement de 'ARNm du VIH. Le mécanisme sous-jacent a
l'inhibition du VIH médiée par la p21 implique l'inhibition directe du CDK9, qui est un co-
activateur transcriptionnel de l'expression genique du VIH-1 (650). Ces résultats sont
soutenus par une étude complémentaire de Saez-Cirion et al. démontrant que les cellules T
CD4+ de Controleurs activées par anti-CD3 sont moins propices a l'infection par le VIH que
les cellules de donneurs sains, et que le blocage du cycle de réplication virale s’effectuait au
stade de la transcription inverse. A l'instar des résultats de Chen et al., cette étude a également
montré des niveaux d'expression plus élevés de p21 dans les cellules T CD4+ de Contrdleurs
par rapport aux individus sains et progresseurs du VIH, mais les niveaux élevés de p21 chez
les Controleurs du VIH dans cette étude ne semblaient pas expliquer 1'inhibition du VIH
(651). Une autre étude montre qu’un sous-groupe de Contréleurs du VIH possede des cellules
résistantes pour les virus de tropisme RS5. Cette protection pourrait étre reliée a une
surexpression des MIP, chimiokines naturelles pouvant lier CCRS, et ainsi rentrer en
compétition avec le virus pour ’entrée (652). Il a aussi été montré que que la proportion de
cellules T CD4+ CCRS5+ chez les Controleurs était plus basse que chez les patients
progresseurs, ce qui pourrait suggérer une susceptiblité faible des cellules T CD4+ des
patients Contréleurs du VIH (653). De plus, une étude récente de Noel et al. montre que les

Controleurs du VIH ont une fréquence tres faible de cellules infectées (654).

En revanche, des études menées par le groupe de Blankson et al. ont montré une susceptibilité
a l'infection par le VIH des cellules T CD4+ non stimulées de Contréleurs plus importante
que celle de patients progresseurs. Dans une premiére étude, la comparaison de la
susceptibilit¢ a la fusion et a I’infection ex vivo des lymphocytes T CD4+ non stimulés a
révélé que les cellules T CD4+ de Contrdleurs étaient plus susceptibles a I’infection par un
virus pseudo-typé de souche R5 que les cellules de patients progresseurs ou de donneurs
sains. Ces différences d’infectivité n’étaient ni attribuables aux niveaux d'expression
différentielle de CCRS ni a I'état d'activation des lymphocytes T CD4+ (655). Une étude
ultérieure a confirmé ces résultats initiaux et montré que les Contréleurs avaient des
fréquences plus élevées de cellules T CD4+ CM, qui se sont révélées étre le sous-ensemble de
cellules T CD4+ le plus susceptible a I'infection. En revanche, les CP ont montré des
fréquences plus ¢élevées de TEMRA, qui était le sous-ensemble de cellules T CD4+ le moins

susceptible. Les auteurs suggérent que la susceptibilit¢ accrue des cellules T CD4+ de
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Controdleurs a l'infection peut résider dans le fait que les cellules CM sont préférentiellement
¢puisées dans les CP en raison de la réplication virale chronique au cours des nombreuses
années d’infection. Cette étude a également démontré que les cellules T CD4+ des CP
présentent des capacités plus élevées dans la production de virions VIH nouvellement
synthétisés par rapport aux cellules des patients Contrdleurs, ce qui pourrait étre expliqué par
I'état d'activation ¢élevé des cellules CP par rapport aux Controleurs. Dans cette étude, les
auteurs ont comparé I’infection des cellules T CD4+ avec ou sans activation, et ont montré
que I’activation induisait un biais dans la compréhension de ce mécanisme. En effet aprés six
jours d’activation, les cellules T CD4+ de patients Contrdleurs montraient un taux d’infection

comparable a celui des patients progresseurs et des donneurs sains (656).

La contradiction entre ces ¢études pourrait étre attribuée aux différences dans les
méthodologies utilisées (souches virales et conditions d'activation) afin de quantifier
l'infection. Ainsi, ce conflit reste a résoudre pleinement en utilisant des études
supplémentaires afin d'éclairer les facteurs intrinseques cellulaires qui pourraient contribuer

au controle du VIH.

Alors qu’il est clair que les cellules T CD4+ spécifiques du VIH sont une cible préférentielle
du VIH, une ¢étude de Hunt et al. s’est interéssée a la susceptibilité des cellules T CD4+
spécifiques du VIH chez les patients Controleurs. Ils montrent une corrélation positive entre
la fréquence des cellules spécifiques de Gag et le niveau de cellules T CD4+ associées a de
I’ADN ou ARN viral, et suggerent que que les cellules spécifiques du VIH contribuent a la

persistance virale chez les patients Controleurs (615).

Les Tfh, un réservoir viral chez les Controleurs

Alors que dans la phase chronique de I’infection VIH ou SIV la réplication virale est réduite
par 10000 chez les Contréleurs comparée aux patient progresseurs, les patients Contrdleurs
présentent une réplication virale suffisante a 1’évolution des séquences virales et a 1’induction
de ’activation du systéme immunitaire. Une étude montre que I’infection progressive a SIV
chez les RhM Contrdleurs mais pas chez les RhM progresseurs est restreinte uniquement aux
cellules Tth, suggérant que les RhM Contrdleurs possédent une réponse T CD8+ spécifique
efficace permettant 1’¢élimination productive de I’infection SIV des sites extrafolliculaires,

mais que D’exclusion des cellules T CD8+ des follicules B empéche 1’élimination des Tth

118



infectés. Les follicules B constituent donc un sanctuaire pour la réplication persistante du SIV
en présence d’une réponse antivirale T CD8+ chez les RhM Contrdleurs du SIV (522). Plus
récemment, chez les controleurs, 1'étude de la réplication du VIH dans divers sous-types
de cellules T CD4+ a mis en évidence divers mécanismes de persistance virale selon le
compartiment cellulaire. Au sein des cellules T CD4+ résidantes des organes lymphoides,
les cellules Tfh mais aussi les non-Tfh présentent une forte réplication virale. De plus les
auteurs ont observé, au niveau du sang périphérique, le maintien de cellules T CD4+

proliférant de maniere clonale et arborant un provirus inductible (143) (657).

Les Contrdleurs du VIH maintiennent un contréle durable de l'infection par le VIH, qui
s’explique par des facteurs génétiques et immunitaires de 1'hdte. (Figure 21), il a clairement
¢été montré que le contrdle est principalement médié par les cellules T CD8+ qui sont aidées
par les CD4+. En effet, ces compartiments cellulaires restent largement intacts et sont
qualitativement et quantitativement supérieurs aux réponses des patients traités, suggérant que
les fonctions préservées par ces cellules T ne sont pas une simple conséquence de la charge
virale, mais les réponses immunitaires spécifiques du VIH chez ces patients sont
probablement multiples. Récemment d’autres pistes ont été étudiées notamment celles d’une
cytotoxicité directement médiée par les cellules T CD4+, la production d’anticorps induisant
le phénomene I’ADCC, ainsi que la production anticorps neutralisants par les cellules B via

I’aide des cellules Tth.
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Tcell help

Figure 21: Résumé des facteurs
immunitaires impliqués dans le
controle du VIH.

Ce schéma représente la réponse
immunitaire anti-VIH qui montre
de multiples facettes, par les
Contréleurs du VIH. Ce schéma
pose aussi des questions qui
doivent encore étre entiérement
¢lucidées. Les cellules T CD8+
servent a lutter directement contre
les cellules cibles infectées par le
VIH, tandis que les lymphocytes T
CD4+ fournissent une aide aux
. cellules T CD8+ et / ou aux
antiviral cellules B produisant des anticorps
(L0 ou exercent des effets cytotoxiques
directs contre les cellules infectées
par le VIH. L'immunité intrinséque
cellulaire peut également jouer un
role dans la protection des cellules
T CD4+ des Controleurs contre
l'infection par le VIH. Il reste a
établir si les réponses humorales
neutralisantes ou ’ADCC jouent
un role anti-viral contribuant a ces
patients.

Source: Adapted from Walker B.D.
and Yu X.G., 2013, Nature
Reviews Immunology
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Il. RESULTATS

A. AXE 1 : High frequency of HIV-specific circulating follicular helper T cells
associates with preserved memory B cell responses in HIV controllers

A.1. Contexte

Les cellules T folliculaires « helpers » (cTth) sont un sous-type de cellules T CD4+ capable
d’aider les cellules B, permettant ainsi leur différenciation et la production d’anticorps
maturés de haute affinité. Les Tth expriment le chimiorécepteur CXCRS permettant leur
localisation dans les CG.

Les cellules T CD4+ du sang périphérique exprimant CXCR5+ représentent le compartiment
circulant des Tfh. Ces cellules apparaissent au repos en comparaison des Tth des CG, mais
montrent des caractéristiques fonctionnelles similaires. Elles sont capables d’aider les cellules
B dans la production d’Ig in vitro, et leur fréquence augmente lors de réponses vaccinales, ce
qui correle avec le titre de la réponse anticorps spécifique. Il a été montré une association
entre la fréquence des cTth activées et I’induction d’anticorps a large spectre, soulignant la
pertinence d’étudier les cTth pour comprendre le développement des réponses anticorps

efficaces dans le contexte de I’infection VIH.

Les Tth semblent aussi contribuer a la pathogénése du VIH et sont anormalement amplifiées
dans I’infection VIH, ce qui perturbe le compartiment B et induit une activation anormale des
cellules B conduisant a 1’hypergammaglobulinémie non spécifique, caractéristique de
I’infection progressive a VIH. De plus, les cellules B spécifiques du VIH sont épuisées et
déplétées.

Dans ce contexte, la fonction Tfh est sous-optimale. Il y a ainsi une altération du
développement de la réponse anticorps suite a une vaccination, ou contre d’autres pathogenes.
La fonction Tth semble aussi moins efficace dans la réponse anti-VIH. La plupart des patients
sont incapables de neutraliser leur souche autologue, et rares sont les individus qui

développent des bNAD, i.e. des anticorps hautement maturés nécessitant une aide particuliére
des Tth.

Les Contrdleurs du VIH sont de rares patients, qui représentent moins de 0,5 % des individus
séropositifs. Ils sont capables de contréler spontanément I’infection a VIH en 1’absence de

traitement. Ces patients présentent un risque trés faible de progression vers le SIDA. Les
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Contrdleurs ne montrent pas de forts titres d’anticorps neutralisants, mais il a récemment été
montré que le compartiment B mémoire spécifique du VIH montre de fortes réponses chez
ces patients. Cette population mémoire préservée pourrait avoir la capacité de se réactiver
transitoirement lors des épisodes de réactivation du VIH, ce qui pourrait contribuer a la
suppression de la virémie. Une fonction Tth préservée chez les Contrdleurs pourrait ainsi
aider a expliquer la persistance d’une importante population de cellules B mémoires

spécifiques du VIH.

A.2. Approches et objectifs

Notre hypothése de travail a été de supposer que les cellules Tth de Contrdleurs pouvaient
avoir une fonction préservée, permettant le maintien d’une réponse B mémoire anti-VIH,
particulierement les cellules Tth spécifiques du VIH qui sont responsables de I’aide apportée

aux cellules B spécifiques du VIH.
Nous avons voulu comparer le phénotype et la fonction des cellules cTth chez des patients
Contrdleur et des patients traités, ces deux groupes de patients ayant une charge virale

contrélée <50 copies d’ARN/mL, afin de prévenir les différences liées a la réplication virale.

Nos objectifs ont donc été de:

Caractériser le phénotype ex vivo des cTth par cytométrie en flux, chez les deux groupes de

patients.

Caractériser le phénotype ex vivo, par cytométrie en flux, des cellules cTth spécifiques du
VIH en marquant les cellules avec des tétramere de classe II chargées avec le peptide Gag293,

chez les deux groupes de patients.
Caractériser la fonction des Tth in vitro chez les deux groupes de patients, en réalisant des co-
cultures de cTth avec des cellules B mémoires a partir de cellules triées ex vivo, puis évaluer

par ELISA la production d’IgG totales dans les surnageants de culture.

Caractériser la capacité du couple cTfh/cellules B mémoires a produire des IgG spécifiques

du VIH (IgG anti-Env et anti-Gag) en réalisant des co-cultures de cTth / cellules B mémoires,
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a partir de cellules triées ex vivo, puis évaluer par ELISA la production d’IgG anti-Env et anti-

Gag dans les surnageants de culture.
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ABSTRACT

Follicular helper T cells (Tfh) play an essential role in the affinity maturation of the antibody response
by providing help to B cells. To determine whether this CD4+ T cell subset may contribute to the
spontaneous control of HIV infection, we analyzed the phenotype and function of circulating Tfh (cTfh)
in patients from the ANRS CO21 CODEX cohort who naturally controlled HIV-1 replication to
undetectable levels (HIC group), and compared them to treated patients with similarly low viral loads
(ART group). HIV-specific cTth (Tet+), detected by Gag MHC-II tetramer labeling in the CD45RA-
CXCR5+ CD4+ T cell population, proved more frequent in the controller group (P=0.002). The
frequency of PD-1 expression in Tet+ cTfh was increased in both groups (median >75%) compared to
total cTth (<30%), but the intensity of PD-1 expression per cell remained higher in the ART group
(P=0.02), pointing to the persistence of abnormal immune activation in treated patients. The function
of cTfh, analyzed by the capacity to promote IgG secretion in cocultures with autologous memory B
cells, did not show major differences between groups in terms of total IgG production, but proved
significantly more efficient in the controller group when measuring HIV-specific IgG production. The
frequency of Tet+ cTfh correlated with HIV-specific IgG production (R=0.71 for Gag-specific and
R=0.79 for Env-specific IgG, respectively). Taken together, our findings indicate that key cTfh/B cell
interactions are preserved in controlled HIV infection, resulting in potent memory B cell responses that

may play an underappreciated role in HIV control.

IMPORTANCE

The rare patients who spontaneously control HIV replication in the absence of therapy provide a
unique model to identify determinants of an effective anti-HIV immune response. HIV controllers show
signs of particularly efficient antiviral T cell responses, while their humoral response was until recently
considered to play only a minor role in viral control. However, emerging evidence suggest that HIV
controllers maintain a significant but "silent" antiviral memory B cell population that can be reactivated
upon antigenic stimulation. We report that cTth help likely contributes to the persistence of controller
memory B cell responses, as the frequency of HIV-specific cTth correlated with the induction of HIV-
specific antibodies in functional assays. These findings suggest that T follicular help may contribute to
HIV control, and highlight the need of inducing such help in HIV vaccine strategies that aim at eliciting

persistent B cell responses.
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INTRODUCTION

Follicular helper T cells (Tfh) were identified in 2000 as the key helper CD4+ T cell population
responsible for providing help to B cells (1, 2). Tfh are required for the maturation of high affinity
antibodies against T cell-dependent antigens and for the development of germinal centers (GC), both
in mice and humans (for reviews, see (3-5)). Tth form conjugates with B cells through cognate
interactions dependent on TCR/peptide-MHC 1l antigen recognition and of costimulatory molecules.
These interactions are needed to trigger immunoglobulin (Ig) class-switching and are at the core of the
selection process that promotes the survival of high-affinity Ig producing B cells. Tfh can be identified
by the expression of the CXCR5 chemokine receptor, which drives their localization to GC, and by a
high expression of the regulatory marker PD-1, which may reflect ongoing activation through the TCR
(1, 2). Tth provide help to B cells through a series of costimulatory molecules (CD40L, ICOS, SLAM,
CD28, OX40, and BTLA) and by secreting the cytokine IL-21 (3, 6). A defining transcription factor of
the Tfh population is Bcl-6, which is required for high CXCR5 expression (7), though Bcl-6 needs to
act in concert with a series of other transcription factors such as c-Maf, Ascl2, IRF4, BATF, and TCF-1
to confer full Tth function (8-11). Tfth differentiation is finely regulated and not binary, as Tth can show

a degree of plasticity and share differentiation markers with other T helper types (12).

The circulating population of CXCR5+ CD4+ T cells, which represents about 10-15% of the blood
CD4+ T cell pool in humans, was shown to share functional characteristics with Tfh that reside in
lymphoid tissues. In particular, blood CXCR5+ CD4+ T cells have the capacity to provide help to B
cells and promote IgG and IgA secretion in CD4/B cell coculture assays, thus demonstrating bona fide
Tfh function (13, 14). These cells, termed circulating Tfh, or cTfh, are phenotypically distinct from the
Tfh found in GC, with a low expression of costimulatory markers such as ICOS and PD-1 and of the
transcription factor Bcl-6. The cTfh population is in a more resting state than GC Tfh, but there are
indications that cTfh reacquire typical Tfh makers such as Bcl-6, ICOS and PD-1 after in vitro
activation (14) or in vivo re-activation following vaccination (15). Whether cTfh represent short-lived
effector Tfh recently released from lymphoid organs or long-lived recirculating memory Tth is still
debated (16). However, there is a clear link between the circulating and lymphoid Tfh populations as
both are increased in human and murine models of autoimmunity (17, 18). In addition, activated cTfh
increase in frequency at peak response after flu vaccination and correlate in frequency with the titers
of the specific antibody response (15, 19). Importantly, recent studies have reported an association
between the proportion of PD-1+ c¢Tfh or PD-1+ CXCR3- cTfh and the induction of broadly neutralizing
antibodies in HIV infected patients, pointing to the relevance of cTfh studies for understanding the

development of efficient antibody responses in the context of a chronic viral infection (20, 21).

Though Tfh help is thought to be essential to the maturation of antiviral humoral responses, Tfh also
seem to contribute to HIV pathogenesis, through the promotion abnormal B cell activation and HIV
replication. The frequency of Tfh cells is markedly increased in lymph nodes of patients with
progressive HIV infection (22, 23), in a context where other CD4+ T cells subsets show exhaustion

and depletion. A possible reason may be that Tfh preferentially differentiate in situations of high
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antigenemia, when they receive strong and persisting signals through the TCR (24, 25). This notion is
compatible with the observation that Tfh abundance generally increases in chronic, non-resolving viral
and bacterial infections (3). Increases in IL-6 levels, which are a hallmark of abnormal immune
activation, may also contribute to Tth amplification (26). The predominance of Tfh helps explain the
lymph node hyperplasia and the non-specific hyper-gammaglobulinemia that are characteristic of
progressive HIV and SIV diseases. The frequency of HIV-specific cells among the Tfh population
appears quite high, with median values of Gag-specific cells above 1% in viremic patients (22, 23),
suggesting that HIV directly contributes to the amplification of Tfh responses. Importantly, Tfh also
represent a major reservoir of HIV or SIV infected CD4+ T cells within lymphoid organs, with a higher
viral DNA content than other CD4+ T cell subsets (23, 26-28). An intrinsically higher susceptibility of
Tfh to HIV infection and the scarcity of cytotoxic CD8+ T cells that traffic to GC may both contribute to
the high Tfh infection rate (23, 29). Studies in the SIV model suggest that GC constitute viral
sanctuaries even in macaques that naturally control viral replication in the periphery (30). Tth also
remain the most prominent HIV reservoir in lymph nodes of treated patients after viremia suppression,

which poses a major obstacle to viral eradication (31, 32).

Several lines of evidence suggest that Tfh function is suboptimal in progressive HIV and SIV
infections. Multiple studies have shown that the development of antibody responses to vaccines or
other pathogens is impaired in HIV-infected patients (33, 34). For instance, the proportion of non-
responders to flu vaccination is higher among HIV-infected individuals, and cTfh capacity to promote
the secretion of flu-specific antibodies by memory B cells appears impaired in the non-responders
(15). Mechanistically, negative regulation via the PD1/PD-L1 axis has been proposed to play a role in
Tfh dysfunction, as memory B cells from HIV infected patients showed overexpression of the PD-L1
ligand, which limited functional responses in cognate PD-1hi Tfh (35). Increased PD-L1 expression by
DC-like cells has also been reported in the lymph nodes of macaques with progressive SIV infection,
suggesting that abnormal PD-L1 expression may also perturb the priming of Tfh by antigen presenting
cells (29). The fact that memory B cells show signs of abnormal activation and impaired differentiation
in progressive HIV infection, and that HIV-specific memory B cell in particular appear depleted in
patients with advanced infection are compatible with a loss of Tfh help (34, 36). In addition, the
antibody response directed at HIV shows clear signs of impairment. A key observation is that
antibodies able to efficiently neutralize autologous HIV strains take about two to three years to emerge
in most patients (37, 38). These antibodies do not appear to bring much clinical benefit to patients, as
HIV repeatedly and continuously escapes the antibody response through Env mutations (39).
Antibodies able to neutralize a large spectrum of HIV variants, the so-called broadly-neutralizing
antibodies (bNAbs), occur only rarely (38, 40). Importantly, sequencing of Ig variable regions showed
that bNAbs are highly hypermutated and hence highly dependent on Tfh help (40, 41). This suggests
that the consecutive cycles of B cell/ Tth interactions required for extensive somatic hypermutation of

anti-HIV antibodies are impaired or interrupted in most patients with progressive HIV disease.
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HIV controllers, also called Elite controllers, are rare patients who spontaneously control HIV
replication in the absence of antiretroviral therapy (42, 43). Fewer than 0.5% of HIV-1 seropositive
individuals maintain a controller status, as defined by a viral load <50 copies HIV-1 RNA/mL over 5
years, but these individuals have a very low risk of progression to AIDS (44). HIV controllers provide a
unique model to elucidate the determinants of an efficient immune response directed at HIV. Multiple
studies have documented that HIV controllers have a particularly efficient cellular immunity directed
against HIV, with highly cytotoxic CD8+ T cells able to suppress viral replication in CD4+ target cells
(45, 46), and polyfunctional CD4+ T cell endowed with high proliferative capacity and high antigen
sensitivity (43, 47-49). In contrast, the possible contribution of the humoral arm of the immune
response to HIV control has not been emphasized, as controllers do not harbor high neutralizing
antibody titers (42). Multiple studies have demonstrated that the emergence of bNabs requires
relatively high viremia, high viral diversity, and multiple rounds of viral escape to emerge (37). While
bNAbs are extremely promising tools for HIV prevention and immunotherapy, they seem to provide
only limited benefit to the patients who naturally develop them, due to continuous viral escape (37,
39). In the absence of autologous virus neutralization, high bNAbs titers may thus reflect the persisting
but failing efforts of the humoral response at containing HIV replication and diversification. There are
indications that anti-HIV antibody levels parallel HIV viremia in patients with low viral loads (50),
suggesting that low NAb titers in HIV controllers may actually reflect efficient viral containment.
However, interest in the involvement of the humoral response in HIV control has been revived, with
the recent realization that HIV-specific memory B cells responses are actually strong in HIV
controllers, and are thus disconnected from circulating NAb titers. Analyses of memory B cells based
on HIV-specific Ig production after restimulation in limiting dilution cultures or in B cell ELISPOT
assays (36, 51-53), or on direct labeling with Env-derived protein probes (52) all revealed potent
responses in HIV controllers, which surpassed those observed in treated patients or in viremic patients
with advanced HIV infection. Thus, an emerging notion is that the preserved memory B cell population
in HIV controllers has the capacity to transiently reactivate and produce NAbs upon HIV replication

episodes, which may contribute to the suppression of viremia.

Preserved Tfh function may help explain the persistence of a large HIV-specific memory B cell
population in controlled HIV infection. To test this notion, we set to characterize the HIV-specific cTfh
population of HIV controllers using the MHC Il tetramer technology, which enabled a direct
quantitation and phenotyping of this rare CD4+ T cell population without perturbations associated with
in vitro culture. We compared HIV controllers with stringent viral control (<50 copies HIV-1 RNA/mL)
for over 5 years to patients who had received efficient antiretroviral therapy for over 5 years, ensuring
that functional differences between the two groups would not result primarily from differences in viral
antigen loads. This approach revealed that the HIV-specific cTth population was more abundant in
controllers, and showed signs of chronic antigenic stimulation that remained lower than those seen in
treated patients. Assays of Tfh function revealed an efficient induction of HIV-specific IgG in
cTfth/memory B cell cocultures from controllers, while this response appeared defective for treated

patients, and could not be restored by cytokine supplementation. The frequency of HIV-specific cTth
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correlated with IgG induction in the cocultures, supporting the notion of efficient cTfh/B cell interactions

in controlled HIV infection.

RESULTS

The cTfh population displays a central memory phenotype with high PD-1 expression

In a first analysis, we characterized the frequency and phenotype of the total cTfh population from
healthy donors (HD, n=8), HIV controllers (HIC group, n=10), and treated patients (ART group, n=13).
The cTfh population was defined as the circulating CD3+ CD4+ CD45RA- CXCR5+ T cell subset
among live lymphocytes (Fig. 1A). The phenotype of cTfth was compared to that of memory CD4+ T
cells that did not express the CXCR5 homing marker (MemX5-). Flow cytometry analysis showed that
the cTfth population represented close to 10% of the circulating CD4+ T cell population, irrespective of
the HIV infection status (Fig. 1B). No significant differences in cTth frequencies were observed
between the 3 groups, though a greater individual heterogeneity was noted in the ART group, with a
few treated patients showing cTfh frequencies >25%. The cTfh population showed a predominantly
central memory phenotype in the 3 groups, as indicated by a high percentage of CCR7 expression
(medians: 44% to 54%, Fig. 1C), that was significantly higher than that observed in the MemX5-
population (medians: 26% to 33%). The cTth population from healthy donors expressed higher levels
of the PD-1 marker than the MemX5- population (medians: 35% vs. 25%, P=0.007; Fig. 1D),
compatible with the high PD-1 expression characteristic of tissue Tfh (54). Patient cTfh also showed a
trend for higher PD-1 expression than in the MemX5- population, which did not reach significance due
to higher intragroup variability (Fig. 1D). Taken together, the cTfh population did not show signs of

major perturbations in these patients with efficiently controlled viremia.

Increased population of HIV-specific cTfh in HIV controllers

To characterized HIV-specific cTfh unperturbed by in vitro culture, we labeled them with MHC I
tetramers. The study focused on CD4+ T cells specific for the most immunoprevalent epitope in HIV-1
proteome, Gag293, located at positions 293-312 in HIV-1 capsid. Responses to this CD4 epitope are
exceptionally prevalent, as they can be detected in close to 50% of treated patients and in >70% of
HIV controllers (55-57). The Gag293 epitope shows broad HLA-DR cross-restriction (49), which
enables the study of patients with varied HLA genotypes. Patients included in the present study
expressed at least one of the 4 following HLA-DR alleles: DRB1*0101, DRB1*1101, DRB1*1502, or
DRB5*010 (abbreviated to DR1, DR11, DR15, and DRBS5, respectively). Labeling with the
corresponding HLA-DR tetramers was performed on a minimum of 10’ PBMC per sample, to take into
account the preferential depletion of HIV-specific CD4+ T cells in the course of progressive HIV
infection (58).

Tetramer+ (Tet+) cells were readily detected in the cTfh population, and were highly enriched in the
memory (94%) as compared to the naive CD4+ T cell population (6%), as expected (Fig. 2A). The
frequency of Tet+ cTfth in CD4+ T cells was 4.4 times higher in the HIC than in the ART group
(Medians: HIC 0.0049% vs ART 0.0011%, P=0.002; Fig. 2B), pointing to the preservation of Gag293-
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specific cTth in HIV controllers. Analysis of the absolute count of specific cTfh in the circulation
supported this notion, with a median of 42 versus 4.9 cTfh/mL blood in the HIC and ART group,
respectively (P=0.0005; not shown). To determine whether this difference was due to an enrichment of
Gag293-specific cells in the cTth subset, we compared the proportion of cTfh in the Tet+ and Tet-
CD45RA- CD4+ T cell populations (Fig. 2C). This analysis did not reveal significant differences, with a
proportion of cTfh that ranged in median between 23% and 29% of memory CD45RA- CD4+ T cells, in
the Tet+ and Tet- populations of both groups. Rather, the frequency of Tet+ cells in the total CD4+ T
cell population distinguished the HIC and ART groups, with a 3.8 fold increase of specific cells in HIV
controllers (Medians: HIC 0.019% vs ART 0.0049%, P=0.002; Fig. 2D). Thus, the increased frequency
of HIV-specific cTth in controllers reflected an overall higher frequency of HIV-specific cells, rather

than a preferential enrichment of specific cells in the cTfh subset.

Signs of antigenic activation in the HIV-specific cTfh population

The CCR7 marker remained highly expressed in HIV-specific cTfh, indicating a predominant central
memory phenotype (Fig. 2E). However, a trend for decreased CCR7 expression was observed in the
specific cTfh populations, reflecing a partial shift to an effector memory phenotype. CCR7 expression
remained significantly higher in the Tet+ cTfh compared to the Tet+ MemX5- population in the HIC
group (P=0.023), but this difference was lost in the ART group, with a high intragroup variability in both
groups. The trend for CCR7 decrease raised the possibility that HIV-specific cTfh underwent a degree

of chronic antigenic stimulation.

A marked increase in PD-1 expression was noted in HIV-specific CD4+ T cells from controllers and
treated patients, this increase being highly significant (P<0.005) in both the cTfh and the MemX5-
subsets (Fig. 3A). As PD-1 induction is thought to result from TCR signaling upon cognate antigen
recognition, these findings suggested that specific CD4+ T cells were chronically stimulated by Gag
antigens, in spite of the very low viremia characteristic of both the controller and the treated patient
groups. HIV-specific cTfh expressed PD-1 at comparably high frequencies in both groups (medians:
HIC: 76.2% vs ART: 77.5% PD-1+ in Tet+ cTfh), though individual variability in PD-1 induction
remained high. In contrast, PD-1 induction was significantly higher in the specific MemX5- subset of
treated patients than in that of controllers (ART: 85.0% vs. HIC 42.2% PD-1+ in Tet+ MemX5-,
P=0.02), reflecting a higher level of chronic immune activation and possibly exhaustion in the specific
CD4+ T cell population of treated patients. Paired analysis of the specific cTth and MemX5- subsets in
each patient showed that the frequency of PD-1 expression was in all cases higher in the specific cTfh
subset for controllers (P=0.002; Fig. 3B). This was not the case for treated patients, as specific
MemX5- cells in this group could express PD-1 at very high levels (>80%), reinforcing the notion that

abnormal immune activation persisted even after long-term antiretroviral therapy.
To further evaluate the extent of PD-1 induction, we monitored the mean fluorescent intensity (MFI) of

the PD-1 labeling in the subpopulations of PD-1 positive cells (Fig. 3C). This analysis showed that the

intensity of PD-1 expression per cell was higher in specific cells from treated patients than in those of
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controllers, both in the MemX5- (P=0.016) and in the cTfh subsets (P=0.02). Paired analysis
confirmed that specific cTth expressed PD1 at higher levels than specific MemX5- cells in controllers,
while the difference was blurred in treated patients, for whom both specific cTfh and non-cTfh
expressed PD-1 at very high levels (Fig. 3D). Taken together, PD-1 expression was induced in all
Gag293-specific CD4+ T cells both in controllers and treated patients, indicating that these cells were
not quiescent, but rather engaged in an active antiviral immune response. In HIV controllers, PD-1
induction was more marked in the specific cTth subset, which may reflect the activation of T follicular
helper function. In treated patients, PD-1 induction was more generalized and reached higher levels,

pointing to the persistence of immune exhaustion.

Of note, in the ART group, the frequency of PD-1% induction in the specific cTfh population correlated
inversely with the frequency of cTfh in the Tet+ population (R=-0.85 P=0.011, Fig. 3E). This correlation
was not observed in the HIC group, as some controllers could have a significant PD-1 induction
without a decrease in the proportion of specific cTfth. The inverse correlation observed for treated
patients could reflect either a loss or a relocalization of specific cTfh upon increasing immune

activation, further supporting the possibility of immune exhaustion.

The cTfh CD4+ T cell subset provides efficient help to B cells in vitro

To analyze cTfh function, we set up a coculture assay between sorted CD4+ T cell subsets and
autologous memory B lymphocytes (BL). Sorted populations were >98% pure (see supplemental Fig.
S1 for gating strategy). Sorted CD4+ T cell subsets included naive cells (CD45RA+ CCR7+), MemX5-
(CD45RA- CXCR5-) and cTfh (CD45RA- CXCR5+). Each sorted subset was cocultivated with
autologous BL (CD3- CD20+ CD27+) in the presence of superantigens, which induce polyclonal CD4+
T cell activation. CD4 helper function was analyzed by the induction of plasmablast differentiation, as
measured by the number of CD38hi B cells in the coculture, and by the amount of total

immunoglobulins G (IgG) measured in coculture supernatants.

Functional analysis of healthy donor cells showed a clear hierarchy in the capacity of CD4+ T cell
subsets to provide helper function to B cells, with cTfh proving more efficient than MemX5- (P=0.03),
which were themselves more efficient than naive cells (P=0.03) at inducing plasmablast differentiation
(Fig. 6A and B). A similar hierarchy was observed in the production of IgG measured in day 12
supernatants: cTth induced IgG secretion to a median concentration of 3 pg/mL, MemX5- induced IgG
to 0.5 pg/mL, while naive CD4+ T cells failed to induce IgG secretion from autologous LB (Fig. 6C).
The differentiation of plasmablast in the cocultures tightly correlated with the induction of IgG secretion
(R=0.89, P=0.012, Fig. 4D), indicating that both parameters could be used to monitor cTth function.
Taken together, the data obtained with healthy donor cells confirmed that cTfh could provide bona fide
help to BL after in vitro stimulation, confirming that cTth provide a relevant model to study Tfh function
(13).
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Patient cTfh show a degree of functional impairment that can be reversed by IL-6
supplementation

The cTfh function showed signs of being perturbed in both the HIC and ART groups, as the hierarchy
in helping capacity of the different CD4+ T cell subsets was not always conserved, with cTfh proving
less efficient than MemX5- cells at inducing IgG secretion for a few patients (Fig. 5A). As a
consequence, IgG induction by the cTfh and MemX5- subsets did not differ significantly, in the HIC as
well as in the ART group. In addition, total IgG secreted in cTfh/BL cocultures showed a trend for
decrease in the HIC and ART groups as compared to the HD group, though the difference did not
reach significance (Fig. 5B). Analysis of CD38hi plasmablasts in the cocultures led to similar
conclusions, with in particular a trend for less efficient plasmablast differentiation in the ART group
(Fig. 5C and D). Plasmablast induction still correlated with IgG secretion in patients cocultures, though
the correlation was less tight than in healthy donor cocultures (R=0.65, P=0.01, Fig. 5E), supporting

the notion of perturbed cTfh/BL interactions in both patient groups.

As production of the IL-6 cytokine by plasmablasts was recently shown to support Tfh function (59),
we set to test the effect of IL-6 addition to the cTfh/BL cocultures. Interestingly, IL-6 supplementation
restored cTfh function in the coculture of patient cells, as indicated by a significant increase 1gG
production in both the HIC and ART groups (P=0.0078 in both cases; Fig. 5F). IL-6 restored IgG
production to levels higher that those seen in cocultures from healthy donors (Medians: HIC+IL-6: 3.6
pg/mL; ART+IL-6: 16.8 pg/mL; HD: 2.41ug/mL). These findings suggested that the perturbation in
patient cTfh function was not intrinsic, but rather resulted from limiting or dysregulated cytokine

secretion.

High-level specific IgG production capacity in HIV controllers

To evaluate the extent to which cTfh could stimulate HIV-specific memory B cell responses, we
measured the production of IgG specific for HIV-1 p24 Gag or gp140 Env in cTfh/BL coculture
supernatants. Recombinant proteins derived from HIV-1 subtype B, p24 Gag IIIB and the trimeric Env
gp140 MN-LAI (60), were used as capture antigens as this subtype was the most prevalent among

studied patients.

The cTfh/BL cocultures of controller patients showed a trend for higher production of anti-Gag IgG
compared to those of treated patients, with a median 7x difference between the two groups (Fig. 6A,
left). Supplementation with IL-6 significantly increased Gag-specific IgG production in both groups, but
dampened difference between the HIC and the ART groups (Fig. 6A, right). To take into account
variations in total IgG production, we then computed the ratio of Gag-specific to total IgG (Fig. 6B). In
this normalized analysis, Gag-specific IgG production was 3.5x higher in the HIC group in the absence
of IL-6, and 4.8x higher in the HIC group in the presence of IL-6, with the difference reaching
significance in the later case (P=0.0499). Interestingly, the frequency of Gag293-specific cTth in the
circulation correlated with Gag-specific IgG production in the cocultures (R=0.71, P=0.041; Fig. 6C),
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supporting the notion that Tfh function contributed to the persistence of HIV-specific memory B cell

responses.

Analysis of Env gp140-specific IgG production in the cTfh/BL cocultures revealed more pronounced
differences between the HIC and the ART groups. Env-specific IgG were produced in median at 6.4x
higher levels in the HIC than in the ART group (P=0.012; Fig. 6D). IL-6 supplementation did not
abrogate, but rather amplified the difference, with 113x higher levels of Env-specific IgG in the HIC
group (P=0.0019). After normalizing for total IgG production, the differences in Env-specific IgG
production between the HIC and the ART groups were of 32x in the absence of IL-6 (P=0.017; Fig.
6E), and were increased to 51x in the presence of IL-6 (P=0.0047). It was striking that IL-6
supplementation had little effect on the synthesis of Env-specific IgG in the ART group, while total and
Gag-specific 1gG production responded to IL-6 supplementation for the same patients. This
observation was confirmed by an analysis of the ratios of IgG produced in the presence and absence
of IL-6, which showed significant differences in IL-6 effect depending on the antigenic specificity
(Supplemental Fig. S2). Of note, the frequency of Gag293-specific cTfh in the circulation showed a
strong correlation with Env-specific IgG production in the cocultures (R=0.79, P=0.0093; Fig. 6F),
raising the possibility of intrastructural help provided by Gag-specific Tfh to Env-specific memory B
cells. Taken together, these findings showed that treated patients, who had low frequencies of HIV-
specific cTfth in the circulation, maintained defective memory B cell responses in spite of long-term
therapy, with the defect being more marked for Env-specific than Gag-specific memory B cells. In
contrast, key cTfh/B cell interactions were preserved in controlled HIV infection, resulting in potent

memory B cell responses to both Gag and Env antigens.

DISCUSSION

This study provides evidence for the persistence of a highly functional HIV-specific cTfh population in
controlled HIV infection. The use of MHC-II tetramer labeling enabled, for the first time to our
knowledge, a direct quantitation and phenotypic characterization of HIV-specific cTth in the circulation.
This approach revealed significantly higher frequency and numbers of Gag-specific cTth in HIV
controllers compared to treated patients, even though both groups were characterized by long-term
viral suppression and very low antigenic loads. These findings are in line with the notion of a potent
CD4-mediated adaptive response in controlled HIV infection, and highlight by contrast the incomplete
reconstitution of antiviral immunity in patients undergoing long-term antiretroviral therapy (43, 61). The
high frequency of specific cTfh in the controller group suggests that successful HIV containment does
not rely uniquely on Th1 responses, which are typically induced in the setting of chronic viral
infections, but also involves Tth help provided to the humoral arm of the immune response. This notion
supported by the potent induction of HIV-specific IgG detected in cTfh/B cell cocultures from
controllers, as well as by the high frequency of memory B cells recently reported in the setting of
controlled HIV infection (36, 51-53).

135



Unexpectedly, HIV-specific cTfh from both groups of patients showed signs of ongoing activation, as
indicated by a marked increase in PD-1 expression and a moderate decrease of CCR7 expression
compared the total cTfh population. PD-1 induction is thought to reflect previous TCR engagement
(62, 63), suggesting that cTth encounter their cognate antigen, in this case Gag, even in situations of
controlled viremia. Epigenetic studies indicate that PD-1 can in certain cases acquire constitutive
expression in T cells after prolonged exposure to HIV (64), and we thus cannot rule out that high PD-1
expression in specific cTfh reflects a previous phase of viral replication, especially in the case of
patients who had experienced high viral loads prior to treatment. However, the fact that PD-1 induction
is also seen in cTfth of controllers, who did not experience massive HIV replication except possibly in
acute infection, and the observation that CCR7 shows a trend to decrease, support the possibility of
ongoing antigenic stimulation and partial shift toward an effector phenotype. Given that tissue Tfh
have been recently identified as the major HIV/SIV reservoir in lymphoid organs, in treated patients
(22, 23, 31), but also in a simian model of controlled SIV infection (30), a likely possibility is that cTfh
encountered their cognate antigen while recirculating through these organs. Systemically, HIV
controllers show moderate but detectable signs of immune activation that subside upon initiation of
antiretroviral therapy (65), suggesting that residual viral replication in lymphoid tissues drives immune
activation, while the virus remains efficiently contained in the periphery. Another reason for the
activation of specific cTfh in controllers could lie in their expression of particularly sensitive TCRs, as
we recently reported that controller CD4+ T cells expressed TCRs of significantly higher affinity for
Gag293-MHC Il complexes than those found in treated patients (57, 66). Thus, even minimal levels of
viral antigens may trigger potent TCR signals in controller cTfh, which would promote their B cell

helper function.

Of note, controller specific CD4+ T cells showed stronger PD-1 expression in the cTth compartment
than in MemX5- memory compartment, suggesting that cTth may be more frequently exposed to viral
antigen than specific cells that do not traffic through GC. In contrast, treated patients showed high PD-
1 expression (=75% PD1+) in both cTfh and MemX5- specific cells, which may point to the
persistence of viral antigens in both GC and extrafollicular sites. Alternatively, high PD-1 expression
may be a sequel of the massive immune activation and viral replication which patients experienced
prior to treatment. It was also noteworthy that the intensity of PD-1 expression was significantly higher
in the specific CD4+ T cell subsets of treated patients than of controllers, with the highest level of PD-1
expression per cell seen in the specific cTfh subset of treated patients. Given the negative regulatory
function of the PD-1 receptor (62), these very high expression levels may impair cTfh function in
treated patients. This notion is compatible with the report of a functional defect of Tfh function in HIV
infected individuals, due to overexpression of the PDL-1 ligand in lymph node B cells (35). In this
study, the PD-1/PD-L1 interaction was shown to limit Tth proliferation and helper function, which may
help explain the persistent defect of memory B cell responses in treated patients. Taken together, the
phenotypic analysis of HIV-specific cTfh highlighted signs of generalized immune activation in treated
patients, and of a more contained but nevertheless detectable activation in HIV controllers. The finding
that HIV-specific cTfh are not quiescent in the latter group suggests that spontaneous HIV control

136



relies on chronic stimulation of T follicular helper function, which may be needed to sustain high level

memory B cell responses.

Several studies have reported associations between the frequency of particular cTfh subsets and the
breadth of circulating NAbs directed at HIV (20, 21, 67). These findings point to the need of a
generally preserved cTfh population for the development of NAb breadth, which relies on continuous
cycles of B cell maturation. However, it is now apparent that HIV controllers can in certain cases
develop potent memory B cell responses without high NAb titers (36, 51, 52), and that assessing the
"silent" memory B cell compartment is needed to evaluate the status of the antiviral humoral response.
The frequency of HIV-specific memory B cells still correlates with bNAb titers in a subset of HIV
controllers who express the HLA-B57 allele (53), suggesting that in this particular group HIV-specific B
cells have not returned to a quiescent memory state. Another study reported that the frequency of
HIV-specific memory B cells decreased in HIV controllers who where given antiretroviral therapy,
indicating that residual viral replication could still be a driver of memory B cell responses in the
controller group (52). Our results suggest that another key determinant of the magnitude of memory B
cell responses is the availability of T follicular help, as indicated by the positive correlation between
HIV-specific cTfth frequency and HIV-specific IgG secretion by stimulated memory B cells. These
findings are in line with a recent report where Tfh function defined functionally by IL-21 secretion in
response to HIV peptides showed an association with Env-specific memory B cells (68). Genetic
analysis of Env-specific IgG derived from controller memory B cells have been reported in a few
cases, and have revealed an unexpectedly high level of somatic hypermutation, reinforcing the notion

of a continuous involvement of T follicular help in maintaining the controller humoral response (69).

Intriguingly, measurement of total IgG production suggested a perturbation of cTfh/B cell interactions
in both groups of HIV-infected patients as compared to healthy blood donors. The impairment was not
generalized, but a subset of patients showed decreased IgG induction and plasmablast differentiation
in cTfh/BL cocultures. The fact that these parameters could be restored by IL-6 supplementation
suggested that cytokine imbalance could be involved. A possible explanation may lie in a shift in the
Th1/Tfh balance, considering that these two CD4+ T cell populations depend on antagonist
differentiation factors, and that chronic viral infections are thought to lead to a pronounced Th1 bias
(9). The demonstration that IL-2-dependent signaling inhibits cTfh function in HIV infected patients is
compatible with the notion that Th1-derived cytokines antagonize Tfh function (70). We previously
documented the persistence of HIV-specific CD4+ T cells with advanced Th1 differentiation in HIV
controllers, which could contribute to a general alteration of cTth differentiation (71). The persistence
of Th1 effectors was less prominent in the case of treated patients treated in the long-term, but other
parameters may perturb Tfh differentiation, such as abnormal immune activation or residual induction
of type | interferon (72). We tested the effect of the IL-6 cytokine on cTfh function as several studies
suggest an important contribution of this cytokine to Tfh/BL interactions. In particular, IL-6 produced by
human plasmablasts was shown to promote the differentiation of Tth in vitro and to stimulate the
secretion of IL-21 by these cells (59). As IL-21 is thought to be a major mediator of Tfh help to B cells,
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this suggests a positive regulatory loop that promotes the differentiation of both cell types. The role of
IL-6 on Tfh differentiation is supported by the decrease in cTfh observed in rheumatoid arthritis
patients treated with an anti-IL-6R blocking antibody, by the role of IL-6 in driving Tth amplification in
murine models of chronic infection, and by the loss of the Tfh population in murine models deficient in
BL (9, 59, 73). Our finding that IL-6 restores total IgG production in patient cTfh/BL cocultures
suggests that the IL-6/IL-21 regulatory loop functions suboptimally in both controllers and treated

patients, but that the defect is reversible rather than intrinsic.

In contrast, the analysis of Env-specific IgG production in the cTfh/BL coculture system revealed a
defect in the treated patient group that could not be reversed by IL-6. Rather, the difference between
groups persisted and was even amplified after IL-6 supplementation, with a >100x lower production of
Env-specific IgG in treated patient cocultures compared to those of controllers. This loss of response
may be explained by the irreversible exhaustion or loss of memory B cells, a notion supported by the
low numbers of memory B cells able to bind Env-derived probes in treated patients (52). It was
intriguing that Gag-specific IgG production did not show the same pattern, but rather showed a defect
that could be partly restored by IL-6 supplementation, pointing to the persistence of responsive
memory B cells. Why Env and Gag-specific memory B cell responses differ in severity of impairment
remains to be elucidated, though one may speculate that Env, being a surface protein, is likely to be
more frequently by detected by B cell surface Ig receptors than the intracellular Gag protein, resulting
in a more rapid exhaustion of Env-specific B cells. Also, it may be relevant that Env has the capacity to
crosslink its receptor CD4, which was shown to impair TCR-dependent signaling and lead to CD4+ T
cell anergy or apoptosis (74). This may perturb the development of T follicular help, and indirectly lead
to B cell exhaustion. Indeed, vaccination with a gp140 Env engineered to occlude the CD4 binding site
resulted in earlier T cell responses and superior antibody and ADCC responses compared to wild-type
Env in a simian model (75). The inhibitory effect of wild type Env may contribute to the generally lower
CD4 responses to Env than to Gag, and to the better prognostic value of Gag-specific T cell
responses (56, 76). Of note, CD4 responses to Gag were more frequent in HIV-infected patients with
detectable NAbs, while response to Env gp120 were not predictive, emphasizing the importance of
Gag-specific CD4+ responses (77). The fact that Gag-specific responses predicted the induction of
Env-specific Nabs raised the possibility of intrastructural help, based on the idea that an Env-specific
B cell internalizing a whole HIV virion after Env binding may present both Gag and Env peptides on
MHC-II and may thus receive help by a Gag-specific CD4+ T cell. Intrastructural help has received
experimental validation in a mice model (78), and may account for the positive correlation we

observed between Gag-specific cTth and the induction of Env-specific I1gG.

In conclusion, controlled HIV infection was characterized by a high frequency of cTfh that showed
signs of antigenic stimulation, pointing to an ongoing maturation of the humoral response. Functional
assays revealed preserved cTfh/ B cell interactions that sustained high level HIV-specific memory B

cell responses. These findings suggest that humoral immunity plays an underappreciated role in HIV
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control, and that immunotherapeutic approaches that aim at a functional HIV cure should elicit potent
Tfh function

MATERIALS AND METHODS

Study design

HIV controllers (HIC group; n=13) were recruited through the CO21 CODEX cohort implemented by
Agence Nationale de Recherche sur le SIDA et les hépatites virales (ANRS). HIV controllers were
defined as HIV-1 infected patients who had been seropositive for >5 years, had received no
antiretroviral treatment, and for whom >90% of plasma viral load measurements were undetectable by
standard assays. All HIV controllers included in the study had current viral loads <50 copies/mL. The
group of efficiently treated patients (ART group; n=16) had received antiretroviral therapy for a
minimum of 5 years and showed long term HIV-1 suppression with viral loads <50 copies/mL. Treated
patients were recruited at the Raymond Poincaré and Bicétre hospitals (France). Patients were
included in the TCR study if their genotype matched at least one of the following alleles: DRB1*0101
(DR1), DRB1*1101 (DR11), DRB1*1502 (DR15), or DRB5*0101 (DRB5). Healthy donors were
anonymous volunteers who donated blood at Etablissement Frangais du Sang. The study was
promoted by ANRS and approved by the Comité de Protection des Personnes IDF-VII under number

11-33. All participants gave written informed consent prior to inclusion in the study.

Antibodies

The following antibodies were used for cell surface staining: CD3-eFluor® 780-Allophycocyanin
(eF780-APC, clone UCHT1), TCR-Allophycocyanin (APC, clone IP26) and IL-2-APC (clone MQ1-
17H12) (all from eBioscience); CD4 BD Horizon™ R phycoerythrin-CF594 (PE-CF594, clone RPA-
T4), CD27-PE-Cy™7 (Pe-Cy7-Clone M-T271), CXCR5 Alexa Fluor® 488 (AF488, Clone RF8B2),
CCR7 Alexa Fluor® 647 (AF647, Clone 3D12) (all from BD Biosciences); CD14-Viogreen (clone
TUK4), and CD20-VioGreen (clone LT29) (from Miltenyi Biotec); CD38 Alexa Fluor® 700 (AF700,
clone HIT2), PerCP/Cy5.5 CD20 (PerCP-Cy5-5, clone 2H7), CD8-Brilliant Violet 785™ (BV785, clone
RPA-T8), CD45RA1, Brilliant Violet 421™ (BV421, clone HI100), CCR7-PE-Cy7 (clone G043H7),
CD3-APC (clone SK7) (all from Biolegend). The fixable viability dye eFluor® 506 (eF506, eBioscience)

was added to restrict the analysis to live cells.

Cell culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from heparinized blood via density gradient
centrifugation on Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Life Sciences) and were either cryopreserved for

future cell sorting or directly used for tetramer staining and cell surface phenotyping.

MHC class Il tetramer labeling and cTfh phenotyping
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Patients were genotyped for the HLA-DRB1 gene at a 4-digit resolution using the INNO-LiPA HLA-
DRB1 Plus kit (Fujirebio). Patients were included in the study if their genotype matched at least one of
the following alleles: DR1, DR11, DR15, or DRB5. APC-labeled MHC II tetramers loaded with Gag293
peptide (FRDYVDRFYKTLRAEQASQE) for the DR1, DRB15, DRB5, alleles were obtained through
the NIH Tetramer Core Facility at Emory University, USA. DR11 biotinylated monomers were obtained
through the tetramer Core laboratory of the Benaroya Research Institute (Seattle, USA). Monomers
were loaded with 0.2 mg/ml peptide by incubation at 37°C for 72 h in the presence of 2.5 mg/ml n-
octyl-B-D-glucopyranoside and protease inhibitors. Peptide-loaded monomers were tetramerized using
APC-conjugated streptavidin (eBioscience). For each tetramer loaded with the Gag293 peptide, a
corresponding control tetramer was loaded with an irrelevant peptide (the CLIP peptide
PVSKMRMATPLLMQA).

For the ex-vivo detection of Gag293-specific CD4+ T cells, patient PBMCs were labeled with MHC
class Il tetramers as follows: 10’ PBMC were incubated with 1ug MHC 1 tetramer/10° cells at a
concentration =21 pg/mL in complete RPMI supplemented with 15% human AB serum for 90 min at
4°C. Antibodies for surface markers were added for the last 30 min of labeling, using the following
combination: CD3-eF780-APC, CD20-Viogreen, CD14-Viogreen, CD8-BV785, CD4 PE-CF594,
CD45RA-BV421, CCR7-PE-Cy7, CXCR5-AF488, PD-1-PE, and Viability-eF506. Cells were washed
twice with PBA (PBS, 1%BSA, 0,09% azide) and fixed using 2% PFA in PBS. Fluorescence was
collected on an LSR Fortessa flow cytometer (BD Biosciences). All flow cytometry experiments were
analyzed with the Flowjo v8.8 software (Tree star Inc). Analysis was performed on singlet viable single

cells, gated according to morphological criteria and viability dye expression.

For cTfh phenotyping, 1 x 10° cells were stained in a total volume of 100 uL PBA (PBS, 1%BSA,
0,09% azide) with the same antibody panel as above for 30 minutes at 4°C. Cells were washed twice

with PBA, fixed in 2% PFA and analyzed on an LSR Fortessa flow cytometer as described above.

Facs sorting

Following an overnight culture at a concentration of 5 x 10° cells/ml, PBMCs were washed with PBS
1% FBS. Cells were then stained for 30 min at 4°C at 40 x 10° cells/ml. The cell surface antibody
panel consisted of the following antibodies: CD3-eF780-APC, CD20-Viogreen, CD8-BV785, CD4 PE-
CF594, CD45RA-BV421, CCR7-AF647, CXCR5-AF488, and CD27-PE-Cy7. Stained samples were
sorted using a FACSAria Il cell sorter (BD Biosciences) installed in a microbiological safety cabinet.

The collected cells were directly used for co-culture assays.

cTfh / BL co-culture assays

The cTth cell population defined as (CD3+ CD20- CD4+ CD45RA- CXCR5+) or MemX5- cells defined
as (CD3+ CD20- CD4+ CD45RA- CXCR5-) or Naive CD4+ T cells (CD3+ CD20- CD4+ CD45RA+
CCR7+) were sorted and plated in a 96-well plate in the presence of memory B cells (CD3+ CD20+

CD27+) at a 1:1 ratio (20 x 10° cells each) in the presence of 1 ug/ml staphylococcal enterotoxin A
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(SEA) and 1ug/ml staphylococcal enterotoxin (SEE) in complete RPMI 1640 medium, in the presence
or absence of IL-6 at 10 ng/mL (Miltenyi Biotech). B Cells were analyzed for their phenotype at day 7
of co-culture using the following antibody combination: CD3-APC, CD4 PE-CF594, CD20-PerCP-Cy5-
5, CD38-AF700, CD27-PE-Cy7, and Via-eF506. Fluorescence was collected on an LSR Fortessa flow
cytometer (BD Biosciences). ELISA experiments were performed on supernatants collected at day 12

of co-culture for the detection of total and gp140-specific immunoglobulins.

ELISA assays

Analysis of total IgG production in cocultures supernatants was performed using the Human IgG kit
(GenWay, San-Diego, USA) according to the manufacturer’s instructions. To detect Env-specific IgG
production, we used as antigen the trimeric glycoprotein gp140 MN-LAI, which consists of the gp120
subunit from HIV-1 clone MN fused to the extracellular domain of HIV-1 LAI gp41 (60). 96-well
Immulon 2HB plates (Thermo Scientific) were coated overnight at 4°C with 2,5 ug/ml of gp140 MN/LAI
in PBS. The following day, plates were washed four times with PBS + 0.05% Tween20 + 10mM EDTA
(PBST) and blocked for 2 h with PBST+ 5% FBS at RT. Plates were subsequently washed and the
culture supernatants added at decreasing dilutions for 2 h at RT. The plates were then washed and
incubated with a secondary anti-human IgG-HRP at a concentration of 0.4ug/ml (Jackson
Immunoresearch; #109-035-098) for 1 h at RT. Plates were then thoroughly washed, and 100 pL of
tetramethylbenzidine substrate (Sigma-Aldrich) was added until the appearance of color. The
enzymatic reaction was stopped by the addition of 100 yL H2SO4 0.5M, and the OD was then
measured at a 450nm wavelength. Env-specific IgG production was evaluated in equivalent (Eq)
pg/mL, after normalization to a standard curve obtained with the human mAb 2G12.

To detect Gag-specific IgG, a recombinant p24 Gag protein produced in baculovirus (reagent #12028
from the NIH AIDS Reagent Program) was used as capture antigen. The p24 Gag protein was coated
at 2 yg/mL in bicarbonate buffer (pH 9.6) on Maxisorp 96-well plates (Nunc) overnight at 4°C. The
ELISA assay was then carried out as described above. gag-specific IgG production was evaluated in

equivalent (Eq) pg/mL, after normalization to a standard curve obtained with an HIV controller plasma.

Statistical analyses

Comparisons between groups (HD, HIC, and ART) and between single cells were performed using a
non-parametric two-tailed Mann-Whitney U test. For paired analyses, we used the non-parametric
Wilcoxon matched-pairs signed rank tests or the two-tailed paired t test. All statistical analyses were
made using the Prism v6.0 software (GraphPad). Differences P<0.05 considered significant.

Horizontal bars represent medians in all cases.
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LEGENDS TO THE FIGURES

Figure 1: Phenotyping of the total cTfh population

Flow cytometry analysis of CD4 + T cells derived from healthy donors (HD, n=8), HIV Controllers (HIC,
n=10), and treated patients (ART, n=14).

(A) Representative plots depicting the gating of analyzed subsets in the CD4+ T cell population. Left:
Viable CD4+ T cells were initially gated as viable CD3+ CD20- CD14- CD8- CD4+ cells, and were
then analyzed for the following subsets: MemX5- (CD45RA- CXCRS5-; purple square) and cTfh
(CD45RA- CXCRS5+; orange square). Right: the MemX5- and cTfh subsets were then analyzed in
function of CCR7 and PD-1 expression.

(B) Comparison of the frequency of cTth in CD4 + T cells between healthy donor, HIV Controller and
treated patient groups.

(C-D) Comparison of the frequency of CCR7+ (C) and PD-1+ (D) cells within the MemX5- and cTfh
subsets between healthy donor, HIV Controller, and treated patient groups.

Bars represent medians. Significant differences (P<0.05) obtained with the Mann-Whitney U test are

reported.

Figure 2 : Phenotyping of HIV-specific cTfh cells.

Phenotyping of CD4+ T cells derived from HIV Controllers (HIC, n=10) and treated patients (ART,
n=8) with MHC Il tetramers.

(A) Gating strategy used to analyze HIV-specific CD4+ T cells. Left: representative plot depicting the
detection of Gag293-specific CD4+ T cells by MHC-II tetramer labeling. Middle: Gates used to select
Mem X5- (CD45RA- CXCRS5-; purple) and cTfh (CD45RA- CXCR5+; orange) in Gag293-specific
(bottom) or non-specific (top) CD4+ T cells populations.

(B) Frequency of Gag293-specific cTfh cells in the HIC and ART groups.

(C) Comparison of the frequency of cTfh cells in the memory CD45RA- CD4+ T cells populations that
are Gag293-specific (Tet+) or non-specific (Tet-) in the HIC and ART groups.

(D) Frequency of total Gag293-specific cells in CD4+ T cells of controllers and treated patients.

(E) Frequency of CCR7+ cells in the cTfh or MemX5- cell populations : Comparison between Gag293-
specific (Tet+) or non-specific (Tet-) CD4+ T cells in the HIC and ART grousp.

Bars represent medians. Significant differences (P<0.05) obtained with the Mann-Whitney U test are

reported.

Figure 3. Analysis of PD-1 expression in HIV-specific cTfh cells.

Phenotyping Gag293-specific and non-specific CD4+ T cells derived from HIV Controllers (HIC, n=10)
and treated patients (ART, n=8). The gating strategy used is identical to one described in Figure 2A.
(A) Frequency of PD-1+ cells in the cTfh and MemX5- cell populations: comparison between the
Gag293-specific (Tet+) and non-specific (Tet-) CD4+ T cell populations in HIC and ART groups.

(B) Comparison of the frequency of PD-1+ cells in paired cTfh and MemX5- Gag293-specific
populations from the HIC and ART groups.
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(C) Mean florescence intensity (MFI) of PD-1 expression in the PD-1+ subset of cTfh and MemX5- cell
populations: comparison between Gag293-specific (Tet+) and non-specific (Tet-) CD4+ T cell
populations in the HIC and ART groups.

(D) Comparison of the MFI of PD-1+ cells in paired cTfh and MemX5- Gag293-specific populations
ifrom the HIC and ART groups.

(E-F) Correlation between the frequency of PD-1+ cells in the Gag293-specific cTfh population and
the frequency of cTfh within the Gag293-specific population in the HIC (left) and ART (right) groups.
Bars represents medians. Significant differences (P<0.05) obtained by the Mann-Whitney U test (A
and C), the Wilcoxon matched pairs statistical test (B and D), and the Spearman's rank correlation

coefficient test (E) are reported.

Figure 4: cTfh induction of B cell maturation and IgG production

Thawed PBMCs from healthy donors were sorted into 3 CD4+ T cell subsets: cTfh (CD3+ CD20-
CD4+ CD45RA- CXCR5+; orange), MemX5- (CD3+ CD20- CD4+ CD45RA- CXCRS5-; purple), and Nv
or naive CD4+ T cells (CD3+ CD20- CD4+ CD45RA+ CCR7+; green). The gating strategy is provided
in Supplementary Figure S1. Each of these 3 subsets was then cocultured with autologous memory B
cells (CD3- CD20+ CD27+) in the presence of superantigens. Cells or supernatants were harvested at
day 7 and 12 respectively.

(A) Representative flow cytometry plots depicting B cell maturation following 7 days of coculture. Top
panels: B cell gate (CD3- CD4-); bottom panels: analysis of plasmablasts (CD38hi) in the B cell
population.

(B) Absolute number of CD38hi expressing B cells at day 7 of coculture with the 3 distinct CD4+ T cell
subsets Nv (green), MemX5- (purple), and cTfh (orange).

(C) Total IgG secretion measured by ELISA in the supernatants of the cocultures at day 12.

(D) Correlation between the number of CD38hi plasmablasts and total IgG production in the
cocultures.

Bars represents medians. Significant differences (P<0.05) obtained by the Wilcoxon matched pairs

statistical test are reported.

Figure 5: Analysis of patient cTfh-mediated help to autologous memory B cells

PBMCs from healthy donors (HD), HIV Controllers (HIC) and treated patients (ART) were sorted into 3
CD4+ T cells subsets and cocultured with memory B cells as described in Figure 4.

(A) Total IgG secretion was measured by ELISA in coculture supernatants at day 12. (A) IgG secretion
was compared in cocultures of memory B cells with naive CD4+ T cells (Nv), memory CXCR5- CD4+
T cells (MemX5-), and cTfh in the HIC (n=6, left) and ART (n=5, right) groups.

(B) Comparison of total IgG secretion in memory B cells/cTth cocultures for the HD (n=9), HIC (n=13),
and ART (n=8) groups.

(C) The B cell phenotype was analyzed at day 7 days of coculture. The absolute number of
plasmablasts (CD3- CD4- CD38hi) present in the different cocultures systems (Nv, MemX5-, and cTfh)
was compared in HIC (n=3, left) and ART (n=4, right) patients.
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(D) Comparison of the absolute number of plasmablasts in memory B cells/cTfth co-cultures in the HD
(n=7), HIC (n=9) and ART (n=6) groups.

(E) Correlation between the amount of secreted IgG and the absolute number of plasmablasts in
memory B cells/cTfh cocultures from HIC (red squares) and HAART (blue triangles) patients.

(F) Effects of IL-6 addition on total IgG secretion in memory B cells/cTth cocultures from HIC (left
panel) and ART (right panel) patients.

Bars represents medians. Significant differences (P<0.05) obtained by the Wilcoxon matched pairs
statistical test (A, C, and F), the Mann-Whitney U test (B and D), and the Spearman's rank correlation

coefficient test (E) are reported.

Figure 6: Analysis of HIV-specific IgG production stimulated by cTh help

cTfh cells (CD3+ CD20- CD4+ CD45RA- CXCR5+) and memory B cells (CD3- CD20+ CD27+) were
sorted from patient PBMC samples and cocultured with superantigens in the presence or absence of
IL-6. Supernatant were harvest at day 12.

(A) Levels of Gag p24-specific IgG production in presence or absence of IL-6, as measured by ELISA
in cocultures from HIC (n=8) and ART patients (n=8).

(B) Ratio of p24-specific IgG to total IgG production in presence or absence of IL-6 in HIC (n=8) and
ART (n=8) patient cocultures.

(C) Correlation between the level of p24-specific IgG production and the frequency of Gag293-specific
cTth in CD4+ T cells in HIC (red squares) and ART (blue triangles) patients.

(D) Level of Env gp140-specific IgG production in presence or absence of IL-6, as measured by ELISA
in cocultures from HIC (n=9) and ART (n=_8) patients.

(E) Ratio of gp140-specific IgG to total IgG production in presence or absence of IL-6 in HIC (n=8) and
ART (n=8) patient cocultures.

(F) Correlation between the level of gp140-specific IgG production and the frequency of Gag293-
specific cTfh in CD4+ T cells in HIC (red squares) and ART(blue triangles) patients.

Significant differences (P<0.05) obtained by the Mann-Whitney U test (A, B, D, E) and the Spearman's

rank correlation coefficient test (C, F) are reported.
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Supplemental figure S1: Gating strategy used for sorting CD4+ T cell and B cell subsets.

Flow cytometry plots showing the gating strategy used for sorting cTth cells (CD3+ CD20- CD4+
CD45RA- CXCRS5+; orange), MemX5-(CD3 CD20- CD4+ CD45RA- CXCRS5-; purple), naive CD4+ T
cells (CD3+ CD20- CD4+ CD45RA+ CCR7+; green), and memory B cells (CD3- CD20+ CD27+;
blue) among live singlets PBMC. A representative example from a healthy donor sample pre- and
post-sort is shown. Post-sort samples plot are outlined with the color corresponding to the different
sub-populations.
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Supplemental Figure S2: Effect of IL-6 on IgG secretion in cTfh/B cell cocultures

cTfh cells and memory B cells were cocultivated in the presence of superantigens SEA +
SEE for 12 days. Supernatants were assessed for the presence of total IgG, 1gG specific
for HIV Env gp140, and IgG specific for HIV capsid protein Gag p24. The ratio of IgG
obtained with IL-6 supplementation to IgG obtained without IL-6 is reported for cocultures
of cells from HIV controllers (HIC) and treated patienys (ART). Significant differences
(P<0.05) obtained withe the Mann-Whitney U test are reported.
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B. AXE 2 : Analyse en cellule unique des cellules T CD4+ spécifiques du VIH :
différenciation Th1 avancée et expression réduite de CCR5 chez les Controleurs

B.1. Contexte

B.1.1 L’infection a VIH

Les phases précoces de I’infection a VIH sont caractérisées par une déplétion massive des
cellules T CD4+ qui cible particulierement les cellules T CD4+ EM exprimant a un fort
niveau le corécepteur d’entrée a ’infection VIH, CCRS. L’une des caractéristiques les plus
admises de la phase chronique de ’infection VIH est I’activation immunitaire généralisée, qui
est induite par la production aberrante de cytokines, la translocation microbienne, mais surtout
par la stimulation antigénique chronique principalement due a la réplication du VIH. Cette
derniere induit une activation préférentielle des cellules spécifiques du VIH. Cette activation
immunitaire chronique a pour conséquence une différenciation biaisée des cellules mémoires
de longue durée de vie, telles que les CM, en cellules EM et effectrices activées, provoquant a
terme une perte du potentiel de régénération, qui est la clef du maintien d’un systéme
immunitaire compétent. De plus, les cellules T CD4+ EM et effectrices qui expriment
fortement CCRS, vont alimenter le pool de cellules cibles du VIH. Enfin, une sur-activation
induit I’épuisement immunitaire, via la perte de fonctions effectrices et de la capacité
proliférative des cellules T CD4+ mémoires. Ces cellules deviennent fonctionnellement
insensibles a une stimulation supplémentaire par 1'Ag, et sont caractérisées phénotypiquement
par une augmentation de I’expression de multiples récepteurs inhibiteurs tels que PD-1 ou
CTLA-4. En plus d’étre préférentiellement déplétées, les cellules T CD4+ spécifiques du VIH

sont également épuisées.

Aujourd’hui, CCRS5 est ’'un des seuls marqueurs génétiques de protection avéré dans
I’infection VIH. En effet, les individus homozygotes pour la mutation A32 sur CCRS, ne
progressent pas dans la maladie, et les individus hétérozygotes WT/ A32 progressent
lentement. De plus, dans le modéle singe, la non progression des sooty mangabeys dans
I’infection a SIV est associée a une fréquence réduite des cellules T CD4+ exprimant CCRS
(279). Chez les patients progresseurs, une forte expression de CCRS durant la phase aigue
correle avec la progression vers le SIDA (280), et la densité de CCRS correle directement

avec la charge virale du VIH (281, 282).
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B.1.2 Les Contréleurs du VIH

Les Contrdleurs du VIH sont de rares patients, qui représentent moins de 0,5 % des individus
séropositifs, capables de contrdler spontanément 1’infection a VIH en I’absence de traitement.
Dans nos études ces patients ont une charge virale <50 copies ARN/ mL depuis plus de 10
ans. Ces patients présentent un risque treés faible de progression vers le SIDA. La majorité des
Controleurs du VIH est infectée par un virus compétent, signifiant que ce sont les facteurs de

'hote, génétiques et / ou immuno-médiés, qui régissent le controle de la virémie.

B.1.3 Les cellules T CD4+ chez les Contréleurs du VIH

La réponse T CD8+ chez les Controleurs du VIH a largement été étudiée, et il a clairement été
montré que les cellules T CD8+ des Controleurs du VIH sont dotées d'un ensemble de
fonctions immunitaires antivirales participant a I’inhibition de la réplication virale.

Nous nous sommes intéressés a 1’étude des cellules T CD4+, car ces cellules jouent un role
central dans la fonction du systéme immunitaire notamment dans la réponse antivirale: elles
aident les cellules B a produire des anticorps, a améliorer et & maintenir les réponses des
cellules T CD8+, a réguler la fonction des macrophages, et peuvent aussi directement tuer les
cellules infectées. De plus, les cellules T CD4+ sont la cible préférentielle du VIH, et jouent

donc un réle prépondérant dans 1’évolution de I’infection.

La susceptibilité a I'infection des cellules T CD4+ des Controleurs du VIH

La susceptibilité a I’infection des cellules T CD4+ chez les Contrdleurs du VIH est encore
débattue. Une récente étude de Noel et al. montre que les Controleurs du VIH ont une
fréquence tres faible de cellules infectées (654). De plus, deux groupes ont montré que les
cellules T CD4+ de Contrdleurs activées par anti-CD3 sont moins propices a l'infection par le
VIH que les cellules de donneurs sains, et que le blocage du cycle du VIH s’effectuait au
stade de la transcription inverse (650) (651). Plusieurs études suggérent un contrdle de
I’infection dii & un blocage au niveau de I’entrée virale, les Controleurs présentant une
proportion de cellules T CD4+ CCR5+ plus basse que chez les patients progresseurs (653).
De plus, certains Contrdleurs présentent une susceptibilité réduite a ’infection de souches RS
qui pourrait étre liée a une surexpression de R5-CHK, pouvant rentrer en compétition avec le
virus pour I’entrée (652).

En revanche, des études menées par le groupe de Blankson et al. suggerent que la stimulation

des cellules T CD4+ in vitro, induit un biais dans la compréhension du mécanisme
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d’infection. Ils ont montré une susceptibilité accrue a la fusion ainsi qu’a l'infection par un
virus de souche R5 des cellules T CD4+ non-stimulées de Controleurs en comparaison a des
patients progresseurs. Ces différences n’étaient attribuables ni aux niveaux d'expression
différentielle de CCRS5, ni a 1'état d'activation des lymphocytes T CD4+ (655, 656).

La contradiction entre ces études pourrait donc étre attribuée aux différences dans les
méthodologies utilisées afin de quantifier l'infection. Ainsi, ce conflit reste a résoudre
pleinement en utilisant des études supplémentaires afin d'éclairer les facteurs intrinseques

cellulaires qui pourraient contribuer au contrdle du VIH.

Alors qu’il est clair que les cellules T CD4+ spécifiques du VIH sont une cible préférentielle
du VIH, une étude de Hunt et al. s’est intéressée a la susceptibilité des cellules T CD4+
spécifiques du VIH chez les patients Controleurs. Ils montrent une corrélation positive entre
la fréquence des cellules spécifiques de Gag et le niveau de cellules T CD4+ associ¢ a de
I’ADN ou de ’ARN viral, et suggérent que les cellules spécifiques du VIH contribuent a la

persistance virale chez les patients Controleurs (615).

La réponse T CD4+ dirigée contre le VIH chez les patients Contréleurs

Les Controleurs du VIH montrent une proportion élevée de cellules T CD4+ spécifiques de
Gag ex vivo par rapport aux patients traités, et cette fréquence chez les patients Contrdleurs
correle inversement avec la charge virale, soulignant leur importance dans le contrdle viral
(623, 625). En plus d’étre plus nombreuses, les réponses T CD4+ anti-Gag chez les
Controleurs sont d'une plus grande amplitude et reconnaissent une plus large diversité
d'épitopes en comparaison aux patients traités. Ces réponses T CD4+ sont fortement associées
a des niveaux inférieurs de virémie (617). L'infection a VIH se caractérise par 1’épuisement
cellulaire, c’est a dire une perte précoce du nombre et de la fonction des cellules T CD4+
spécifiques du VIH et plus particuliérement celles des cellules spécifiques de Gag qui
participent au contréle de l’infection (406, 618, 619). Mais contrairement aux patients
progresseurs, les cellules T CD4+ spécifiques de Gag chez les patients Controleurs présentent
des capacités prolifératives élevées (Emu et al., 2005; Potter et al. 2007; Dyer et al., 2008;
Rosenberg et al., 1997; Younes Et al., 2003) et sont particulicrement efficaces, plus
polyfonctionnelles que celles des patients traités et ont plus grande capacité a produire

simultanément des cytokines Th1 comme IL-2, IFNy, TNFa, CCL4 (573, 625-627).
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Les patients Controleurs semblent donc mieux protégés contre 1’épuisement de leurs cellules
T CD4+ spécifiques, qui maintiennent une fonction proliférative élevée et une réponse
cytokinique polyfonctionnelle. Ces caractéristiques sont associées a une expression diminuée
des récepteurs inhibiteurs PD-1 et CTLA-4 en comparaison aux patients traités. L’expression
de ces récepteurs inhibiteurs corréle directement avec le stade de I’infection et la charge virale

(Kaufmann et al., 2007; Porichis et al. . 2011) (504).

Les Contrdleurs du VIH abritent une population de cellules T CD4+ portant des TCR de forte
avidité, qui sont capables de répondre a une quantit¢ minimale de peptides Gag293
immunodominants (623). Dans une étude récente a laquelle j’ai participé (cf Annexe 1), nous
avons recherché les déterminants moléculaires qui sous-tendent a cette réponse de haute
avidité chez les cellules T CD4+ de patients Controleurs, et caractérisé le répertoire TCR des
cellules T CD4+ spécifiques pour I’épitope immunodominant Gag293. Les Contrdleurs du
VIH ont montré un répertoire TCR hautement biaisé, caractérisé par une expression
préférentielle des chaines TCR Va24 et Vb2, la présence de motifs conservés au sein des
régions CDR3 de ces deux chaines, et une prévalence élevée de clonotypes publics (n=18
pour chaque chaine de TCR), i.e des séquences TCR des régions CDR3, permettant la
reconnaissance de Gag293, partagées entre plusieurs patients. Les clonotypes publics les plus
représentés ont été capables de générer des TCR fonctionnels ayant des affinités de 1’ordre du
micromolaire pour le complexe peptide / CMH-II, ce qui est remarquablement élevé pour les
TCR restreints par le CMH-II. Nous avons montré que les TCR de haute affinité spécifiques
pour Gag293 sont capables de reconnaitre jusqu’a 5 alleles différents de HLA-DR. De plus,
aprés transduction a l'aide de lentivecteurs, ces TCR ont conféré une réponse spécifique a

Gag293 tres sensible et polyfonctionnelle aux cellules T CD4+ primaires (658).

Ensemble, les propriétés des cellules T CD4+ décrites ci-dessus suggerent que les cellules T
CD4+ de Controleurs du VIH échappent a 1'épuisement et conservent des fonctions Thl,
notamment liées a la nature intrinséque de leurs TCR de haute affinité, pour soutenir la

réponse antivirale et contribuer au contrdle viral.
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B.2. Approches et objectifs

Etant donné la faible proportion de cellules spécifiques de Gag parmi les T CD4+ circulantes
du sang chez les patients, les études phénotypiques et fonctionnelles pré-citées (cf partie
« contexte ») sur les cellules T CD4+ spécifiques de Gag ont principalement été réalisées sur
des lignées primaires stimulées avec des peptides a partir de PBMC, ou ex vivo suite a une
stimulation peptidique des PBMC.

Nous avons décidé d’étudier phénotypiquement les cellules T CD4+ spécifiques de Gag en
isolant ces cellules via un marquage tétramere de classe Il ex vivo sans stimulation, afin d’étre
dans des conditions plus physiologiques. Les tétrameres de classe II utilisés ont été chargés
avec le peptide Gag293, qui est le peptide le plus immunodominant de la capside virale, plus
de 50% des patients montent une réponse contre ce peptide, nous permettant de mettre a profit
un large spectre d’échantillons. Nous voulons comparer le phénotype des cellules T CD4+
spécifiques de Gag293 chez des patients Contrdleurs et des patients traités, ces deux groupes
de patients ayant une charge virale controlée <50 copies d’ARN/mL, afin de prévenir les
différences liées a la réplication virale.

La fréquence de cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 détectées par marquage tétramére est
relativement faible, particulierement chez les patients traités. Nous avons donc opté pour un
phénotypage sur « cellule unique » en combinant un marquage en cytométrie en flux contre 6
protéines membranaires (pendant le tri cellulaire), et une quantification de I’ARNm via une
analyse en PCR quantitative (QPCR) multiplexée sur cellules uniques apres tri. L’analyse des
qPCR multiplexées sur cellules uniques, nous a permis d’obtenir I’expression de 44 génes par
cellule.

Nous avons réalisé cette analyse sur 9 patients Controleurs et 9 patients traités, et nous avons
comparé 371 cellules tétrameres positives (HIC Tet+: 191 ; HAART Tet+ :180) et 360
cellules tétrameres négatives (HIC Tet-: 171 ; HAART Tet- :189).

L’objectif étant d’étudier ex vivo les programmes de différenciation T « helper » dans lesquels
les cellules T CD4+ spécifiques sont engagées, ainsi que 1’état d’activation de ces cellules
dans un contexte physiologique, de comprendre si les cellules T CD4+ spécifiques sont
similaires ou différentes entre les patients Controleurs et traités, et enfin de trouver des
indices nous permettant d’expliquer la perte de cellules T CD4+ spécifiques de Gag chez les
patients traités, comme des marqueurs de l’apoptose ou de 1’épuisement, ou encore des

facteurs de I’hote facilitant ou empéchant I’infection.
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L’un des principaux résultats obtenu par cette analyse est une expression diminuée de CCRS5
parmi les cellules spécifiques de Gag293 chez les Controleurs par rapport aux patients traités.
Nous avons approfondi cette piste et réalisé une analyse extensive de I’expression de CCRS
membranaire, puis nous avons testé la susceptibilité a la fusion virale des cellules T CD4+

totales et spécifiques de Gag293, chez les patients Contrdleurs et traités.
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B.3. Résultats

B.3.1 Les Contrdleurs du VIH présentent une forte proportion de cellules T

CD4+ spécifiques de Gag293

Nous avons déja montré par le passé que les cellules T CD4+ spécifiques du peptide
immunodominant Gag293 ¢étaient préférentiellement amplifiées chez les Controleurs du VIH
par rapport aux patients HAART. Nous validons ici ces résultats en utilisant des tétrameres de
classe II chargés avec le peptide Gag293 afin de détecter les cellules T CD4+ (CD20- CD14-
Marqueur de viabilité- CD3+ CD4+ CDS8-) spécifiques de ce peptide a partir de PBMC
(Figure 1A). Comme attendu dans une infection chronique, les cellules spécifiques (Tet+,
orange) sont particuliérement enrichies dans les compartiments mémoires (CD45RA-)
comparées aux cellules non-spécifiques pour ce peptides (Tet-, vert), aux dépens des cellules
naives (Nv: CD45RA- CCR7+). Dans cet exemple représentatif réalisé chez un patient
Controleur, 98,3% des cellules Tet+ ont un phénotype mémoire comparées a 52,2% dans la
population Tet- (Figure 1B). Lorsque 1’on compare la proportion de Tet+ au sein de la
population T CD4+, les patients Controleurs montrent une médiane plus de quatre fois plus
¢levée que celle des patients traités, suggérant un maintien de cette population T CD4+
spécifique de Gag293 chez les patients controlant spontanément I’infection a VIH (HIC : 0,3 ;
HAART : 0,068) (Figure 1C).

B.3.2 Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag sont activées et engagées dans

une différenciation Th1 a profil cytotoxique

Afin d’analyser phénotypiquement les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293, nous avons
tri¢ en cellule unique les cellules tétraméres positives mémoires (Tet+ CD45RA-) pour le
peptide Gag293 ainsi que les cellules tétrameres négatives mémoires (Tet- CD45RA-) chez 9
patients Contrdleurs du VIH et 9 patients traités (Figure 1A). En utilisant un panel de génes
présélectionnés impliqués dans les fonctions effectrices des cellules T, nous avons évalué par
qPCR multiplexée I’expression de 44 génes rapportés a 1’expression de la GAPDH via la
technologie Biomark. L’analyse a ét¢ réalisée sur 371 cellules Tet+ (HIC Tet+: 191 ; HAART
Tet+ :180) et 360 cellules Tet- (HIC Tet-: 171 ; HAART Tet-: 189) triées. De plus via
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« index sorting », nous avons ¢été capable d’accéder aux parameétres de cytométrie en flux de
chaque cellule triée, et nous avons évalué 6 expressions protéiques via la moyenne d’intensité
de fluorescence (MFI). La liste compléte des génes et protéines étudiés est a consulter dans la

section Matériels et Méthodes.

Afin d’obtenir une vision globale de nos données, nous avons effectué¢ une analyse linéaire
discriminante (LDA) (689). Il s’agit d’une technique de réduction de dimension supervisée,
qui permet de séparer nos quatre sous-groupes d’intérét (HIC Tet-, HAART Tet-, HIC Tet+,
HAART Tet+) décrits par le statut « Groupe de patients » et le statut « Tet». La LDA
recherche des combinaisons linéaires de fonctionnalité qui expliquent le mieux l'information
contenue dans les données suivantes : 1’expression génique rapportée a 1’expression de la
GAPDH et I’expression protéique membranaire issue de données de cytométrie en flux, la
MFI). La LDA vise explicitement a différencier les 4 classes d'intérét en maximisant la
variabilité intergroupes et en minimisant la variabilité intragroupes. La figure 2A présente le
diagramme de dispersion des cellules sur la carte générée par les deux premicres directions
linéaires calculées par LDA. Ce diagramme montre la premicre direction discriminante
linéaire (LD1) distinguant les cellules selon leur statut Tet. La deuxiéme direction de
discrimination linéaire (LD2) distingue les cellules selon le type de patient.

Nous pouvons observer une claire discrimination des populations Tet- (HIC : rouge ;
HAART : vert) vs Tet+ (HIC : bleu ; HAART : violet) le long de I’axe LD1 en fonction du
statut Tet. De manicre intéressante, on observe que la discrimination le long de I’axe LD2 en
fonction du statut patient s’effectue essentiellement entre les cellules Tet+ (Tet+ HIC vs Tet+
HAART), alors que les cellules Tet- (Tet- HIC vs Tet- HAART) se confondent. Ces résultats
suggerent que la discrimination selon I’axe LD2 entre le statut patient est commandée

majoritairement par les différences entre les cellules Tet+.

Par la suite nous avons regardé les variables (génes et MFI) qui présentent des corrélations
avec LD1 et expliquent donc les discriminations entre les cellules de statut « Tet » différent :
Tet- (HIC; HAART) vs Tet+ (HIC; HAART). Dans ce graphique nous avons gardé
seulement les génes ayant des corrélations avec une p-value < 0,0001. Les barres pleines
correspondent aux corrélations positives, indiquant que 1’expression des genes et les MFI sont
augmentées dans la population Tet+. Les barres rayées correspondent aux corrélations
négatives, indiquant que 1’expression des geénes et les MFI sont diminuées dans la population

Tet+ (Figure 2B). Nous avons classé les genes et les MFI en fonction de leur appartenance a
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un programme de différenciation en sous-type T CD4+ « helper » ou bien a des marqueurs
d’activation ou médiateurs inflammatoires.

Premiérement, nous validons le biais dans 1’usage des chaines de TCR AV24 et BV2
préférentiellement exprimées chez les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293, que nous
avons décrit dans I’article de Benati et al. (658). Ensuite, de nombreux genes et MFI du
programme de différenciation Thl (7BX21, CXCR3 (genes et MFI) ; CCRS (MFI), IFNG,
CCL5) (27, 659), d’autres avec un potentiel cytotoxique (EOMES, GZMB, FASLG) (55) sont
corrélés positivement avec la discrimination suivant ’axe LD1 suggérant une expression
préférentielle de ces programmes dans les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293. Certains
genes décrits chez les Tth sont aussi corrélés positivement avec LD1 tel que IL21, ICOS,
IL2]R. Par contre, certains genes d’autres sous-types « helpers » tels que Th2 (GATA3) (660)
ou Treg (FOXP3 et IL2RA) (661, 662) sont corrélés négativement suggérant une expression
préférentielle de ces genes dans les cellules T CD4+ Tet-. L’approche en cellule unique nous
a permis de détecter les communautés de geénes qui sont corrélées positivement ou
négativement dans des groupes de cellules définies. Nous avons donc réalisé des diagrammes
de réseaux de cellules dans la population HIC Tet+ (Figure S1A) et HAART Tet+ (Figure
S1B). Nous observons dans les deux groupes de patients un grand réseau associé a I’ARNm
des chimiorécepteurs, FASLG?2 et ’IFNA. Et de maniére intéressante alors que les geénes liés a
la cytotoxicité (en orange) (EOMES, GZMB, PRFI) sont associés ensemble chez les
Controleurs, dans les cellules spécifiques des patients traités, ces trois génes sont dissociés, et
ne forment pas de réseau.

Enfin, il y a un grand nombre de marqueurs d’activation impliqués dans la discrimination
Tet+ vs Tet- tels que PD-1 (MFI), IL2RB, HLADR, qui corr¢lent positivement avec la LD1 et
sont donc préférentiellement exprimés dans les Tet+, ou bien /L7R qui corréle négativement
et qui est perdu dans les Tet+ reflétant une différenciation vers un état plus effecteur (Figure
2B).

Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 ont tendance a étre activées et présentent un
profil Thl avec un potentiel cytotoxique, qui semble plus prononcé chez les patients

Controleurs du VIH.
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B.3.3 Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 chez les Contréleurs

montrent un profil Th1 plus prononcé mais sont moins activées

Comme nous I’avons souligné précédemment, la discrimination le long de I’axe LD2 en
fonction du statut « patient » s’effectue essentiellement entre les cellules Tet+ (Tet+ HIC
(bleu) vs Tet+ HAART (violet)) (Figure 2A). Les genes corrélant avec la LD2 sont donc les
geénes impliqués dans la discrimination entre ces deux groupes (Figure 2C).

Nous avons validé le biais dans I'usage de la chaine de TCR BV2 préférentiellement
exprimée chez les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 de patients controleurs, par contre
AV24 est préférentiellement amplifiée chez les patients traités. De nombreux génes et MFI du
programme de différenciation Thl (7BX21, CXCR3 (geénes et MFI), IFNG, CCLS5), sont
corrélés positivement avec la discrimination suivant ’axe LD2 suggérant une expression
préférentielle de ce programme dans les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 de patients
Contrdleurs. De maniére intéressante CCRS décrit comme faisant partie du programme Thl
correle négativement avec la LD2 suggérant une expression préférentielle dans les cellules de
patients traités. CCRS a aussi été¢ décrit pour étre un marqueur d’activation (297, 302) ce qui
s’accorde bien avec une expression augmentée de PD-1 et une perte de I’IL7-R dans les
cellules de patients traités.

Les cellules T CD4+ de patients Controleurs, particulierement les cellules spécifiques de
Gag293 montrent un profil Thl plus prononcé et un état d’activation limité en comparaison

des cellules des patients traités.

Afin de valider ces observations, nous avons comparé 1’expression des génes normalisée a
I’expression de la GAPDH (43 génes) ou bien I’expression protéique membranaire (MFI)
obtenue par cytométrie en flux, entre les quatre sous-groupes de cellules définis en fonction
du statut « patient » et du statut « Tet» (HIC Tet+: 191 cellules; HAART Tet+: 180
cellules ; HIC Tet-: 171 cellules ; HAART Tet- : 189 cellules). L’ensemble des distributions
des niveaux relatifs des ARNm et des protéines a été représenté en « violin plots » (Figures
S2A-C), montrant la courbe de densité de probabilité des différentes valeurs.

Les p-values ont été ajustées en utilisant la procédure Benjamini et Hochberg qui permet de
prendre en compte les comparaisons multiples (686), elles sont représentées sous forme de
graphiques pour les génes (Figure 3A : Tet+ HIC vs Tet+ HAART ; Figure S3 : Tet- HIC vs
Tet+ HIC, Tet- HAART vs Tet+ HAART, Tet- HIC vs Tet- HAART) et pour les MFI (Figure
3D : Tet+ HIC vs Tet+ HAART ; Figure S4 : Tet- HIC vs Tet+ HIC, Tet- HAART vs Tet+
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HAART, Tet- HIC vs Tet- HAART). La comparaison des génes entre les groupes Tet+ HIC
vs Tet+ HAART révele, aprés correction pour comparaisons multiples, une expression
significativement plus élevée de BV2 (p < 0,0001) et de CCL5 (p = 0,0008) dans les cellules T
CD4+ spécifiques de Gag293 des patients Controleurs (Figures 3A-C). Quant a la
comparaison des MFI, cette derniére réveéle une expression significativement plus élevée de
CXCR3 (p = 0,013), et de CCRS5 (p < 0,0001) alors que PD-1 (p < 0,0001) est diminu¢ dans
les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 chez les patients Controleurs (Figures 3D-G).
Les différences observées avec une forte p-value, entre la population HIC et HAART, dans
I’analyse LDA (Figure 2C) sont donc confirmées par une méthode plus rigoureuse. Cette
méthode valide que ces différences observées dans 1’analyse LDA entre les groupes de
patients sont bien commandées par les différences dans la population Tet+. De plus, cette
méthode montre que nous avons des différences robustes qui résistent aux corrections pour les

comparaisons multiples entre les groupes Tet+ HIC vs Tet+ HAART.

Nous validons encore le biais dans 1’usage de la chaine du TCR BV2 préférentiellement
exprimée chez les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 de patients Contrdleurs.
L’expression augmentée de CXCR3 typique de la population Thl pourrait suggérer, avec les
autres observations, une différenciation plus avancée vers le phénotype Thl des cellules T
CD4+ spécifiques de Gag293 chez les Controleurs du VIH. Validant de précédentes
observations (505), nous montrons une hausse de PD-1 dans les cellules T CD4+ spécifiques
de patients traités. D’apres la littérature, cette forte expression de PD-1 chez les patients

traités pourrait refléter un état d’épuisement de leurs cellules spécifiques.

CCRS est a la fois un marqueur de la population Thl, un marqueur d’activation, mais aussi le
corécepteur d’entrée du VIH. Sa MFI est significativement augmentée dans les populations
spécifiques des patients Controleurs (p < 0,0001) et des patients traités (p < 0,0001) en
comparaison aux populations Tet- respectives (Figures 3G et S4). De manicre intéressante,
son expression est limitée dans les cellules spécifiques de patients Controleurs en

comparaison aux patients traités.

Il est donc intéressant de constater que 1’expression du gene CCLS5 (le ligand de CCRS), qui
est significativement augmentée dans les populations spécifiques en comparaison aux
populations Tet- (HIC: p < 0,0001 ; HAART: p < 0,003) (Figures 3C et S3), est surexprimée

dans les cellules spécifiques de patients Contrdleurs en comparaison aux patients traités. La
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liaison de CCL5 a CCRS provoque I’internalisation et diminue la disponibilité¢ de CCRS, et il
est également rapporté que des niveaux élevés de R5-CHK dans le sérum sont associés a une
progression plus lente de la maladie (291).

Ces observations nous ont poussés a étudier plus attentivement CCRS5 chez les patients
Contrdleurs afin de comprendre ’incidence d’une expression limitée de CCRS chez ces

individus.

B.3.4 Les cellules T CD4+ de patients Contréleurs ont une expression de
CCRS5 limitée

Nous avons donc réalisé une analyse extensive de I’expression membranaire de CCRS sur les
cellules T CD4+ totales, par cytométrie en flux, de PBMC de patients Controleurs et traités.
Nous avons regardé I’expression de CCRS sur les cellules T CD4+ totales viables (CD20-
CD14- Marqueur de viabilité- CD3+ CD4+ CDS-) et dans les sous-populations mémoires
(Nv: CD45RA+ CCR7+; CM: CD45RA- CCR7+; EM: CD45RA- CCR7-; Eff
(Effectrices) : CD45RA+ CCR7-) (Figure 4A). Comme il a été précédemment décrit dans la
littérature (663), on observe une hiérarchie claire de 1’expression de CCRS, détecté par sa
MFI, en fonction du sous-type cellulaire : Nv < CM < Eff < EM (Figure 4B), que cela soit
chez les Controleurs du VIH (Figure 4C) ou chez les patients traités (Figure SS5A). La
comparaison des deux groupes de patients a mis en avant 1’expression limitée de CCRS dans
la population totale T CD4+ chez les patients Contrdleurs en comparaison aux patients traités
(Figure 4D), qui s’explique par une expression augmentée de CCRS chez les patients traités
dans tous les sous-types cellulaires. (Figure 4E).

Par la suite, nous avons étudi¢ 1I’expression de CCRS dans les cellules T CD4+ spécifiques de
Gag293. Afin de pouvoir comparer I’expression de CCRS5 dans les cellules Tet- et cellules
Tet+, ces dernieres étant largement enrichies en population mémoire (Tet- CD45RA- :
33,9% ; Tet+ CD45RA- : 88,3%), nous avons regardé 1’expression de CCRS5 dans les cellules
mémoires CD45RA- pour les deux populations (Figures SA-B). L’expression de CCRS parmi
les cellules T CD4+ mémoires Tet+ est significativement augmentée en comparaison aux
cellules T CD4+ mémoires Tet-, que ce soit chez les patients Controleurs ou chez les patients
traités (Figures SB-C), validant les données obtenues en cellule unique (Figures 2B, 3G, S4).
Cette différence s’explique a la fois par une tendance a un enrichissement de la population
EM chez les cellules spécifiques de certains patients (Figure S5B), mais surtout par une

expression intrinséquement plus forte dans les populations CM (HIC : p =0,004 ; HAART p =
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0,014) et EM (HIC: p =0,006 ; HAART p = 0,019) (Comparaison Figure 4E et 5D).
Comme nous pouvions ’anticiper au vu des précédents résultats (Figure 4E), il y a une
expression significativement plus faible de CCRS5 dans la population mémoire Tet- des
Contrdleurs en comparaison a celle des patients traités.

Alors que les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 expriment fortement CCRS, cette
population chez les patients traités présente un niveau de CCRS encore plus élevé par rapport
aux patients Controleurs (Figure 5C), validant aussi les donnés obtenues en cellule unique
(Figures 2C, 3D et 3G). Il y a donc une hiérarchie de I’expression de CCRS dans la
population T CD4+ mémoire, dépendant des statuts « Tet » et « groupe de patient », avec une
expression de CCRS5 qui culmine dans les cellules spécifiques des patients traités. De manicre
intéressante, la différence d’expression de CCRS5 dans les cellules T CD4+ mémoires
spécifiques est nettement plus marquée dans la population CM que dans celle des EM (Figure
5D).

Enfin, nous avons remarqué une corrélation significativement négative entre 1’expression de
CCRS5 et la proportion de cellules Tet+, suggérant un lien direct entre 1’expression de CCRS
et la perte des cellules spécifiques de Gag293 chez les patients traités (Figure SE).

Ces variations d’expression de CCRS nous ont amené a nous questionner sur la susceptibilité
des cellules T CD4+ a I’entrée virale, en fonction du groupe de patients et de leur spécificité

pour Gag293.

B.3.5 La fusion du VIH dans les cellules T CD4+ non-stimulées correle
directement avec I'expression de CCR5
Afin d’évaluer la susceptibilité¢ a la fusion des cellules T CD4+ chez les deux groupes de
patients, nous avons réalisé des expériences de fusion avec le provirus NL4-3, exprimant
I’enveloppe JRFL (gp160) de tropisme RS, ayant incorporé la protéine de fusion f3-lactamase
(BlaM)-Vpr sur des PBMC non-stimulées. Apres 3h de fusion, nous avons chargé les cellules
avec le substrat fluorescent de la BlaM, le CCF2/AM. Nous avons par la suite réalisé¢ un
marquage anticorps nous permettant de discriminer par cytométrie en flux les cellules T
CD4+ viables (CD20- CD14- Marqueur de viabilité- CD3+ CD4+ CDS-) ainsi que les sous-
populations mémoires des cellules T CD4+. Dans ces expériences, la fusion se traduit par un
clivage de la molécule de CCF2 par la BlaM, ce qui conduit a un changement du spectre
d’émission de fluorescence du substrat du vert (520 nm) vers le bleu (447 nm) que 1’on

analyse par cytométrie en flux ((664)) (et cf. « Matériel et Méthodes »). Les résultats sont
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exprimés en pourcentage de cellules T CD4+ cibles dans lesquelles la molécule de CCF2 est
clivée (Figure 6A). Les cellules T CD4+ de patients Controleurs montrent une susceptibilité a
la fusion limitée qui est reflétée par une proportion de cellules fusionnées significativement
diminuée par rapport aux patients traités (Figure 6B, panneau de gauche). De plus dans la
population T CD4+, la proportion de fusion corréle directement avec la MFI de CCRS5
(Figure 6B, panneau de droite), suggérant que la faible expression de CCRS chez les patients
Controleurs préserve leurs cellules T CD4+ de la fusion virale.

Par la suite nous avons évalué la fusion dans les sous-populations mémoires des cellules T
(Figure 6C) et montré une hiérarchie claire de la susceptibilité¢ a la fusion en fonction du
sous-type cellulaire : Nv < CM < Eff < EM, que cela soit chez les Contréleurs du VIH
(Figure 6D) ou chez les patients traités (Figure S5C). Ces résultats coincident parfaitement
avec I’expression de CCRS dans les sous-populations mémoires (Figure 4C), soulignant le
lien manifeste entre 1’expression de CCRS5 et la fusion. Dans les sous-populations T CD4+,
nous observons une proportion de cellules fusionnées significativement plus faibles dans les
cellules Nv et Eff de patients Contrdleurs en comparaison aux patients traités, mais aussi une
tendance a la baisse dans les populations CM et EM (Figure 6E). Ces résultats confirment la
tendance générale d’une fusion virale restreinte dans les cellules T CD4+ de patients

Contrdleurs liée a une expression moindre de CCRS.

B.3.6 Les cellules T CD4+ centrales mémoires spécifiques de Gag293 chez

les Contréleurs du VIH sont peu sensibles a I’entrée virale

Afin d’évaluer la susceptibilité a la fusion virale des cellules T CD4+ spécifiques de Gag,
nous avons mis en présence le provirus BlaM-Vpr-JRFL avec 20.10° PBMC pendant 3h, puis
nous avons chargé ces cellules avec le substrat de la BLAM, ensuite réalis¢ un marquage
tétramere afin de pouvoir discriminer les cellules T CD4+ spécifiques pour Gag293 et enfin
réalisé un marquage anticorps afin de pouvoir discriminer les cellules T CD4+ ainsi que leurs
sous-populations mémoires. Dans le but d’éviter un biais dans la comparaison entre les
cellules Tet- et Tet+, nous avons comparé la fusion au sein de la population mémoire
(CD45RA-) (Figure 7A).

Comme nous ’avions précédemment observé (Figure 6E), il y a une tendance a une fusion
virale plus restreinte dans la population mémoire Tet- des patients Controleurs en

comparaison aux patients traités (Figure 7B). Alors que les cellules Tet+ chez les patients
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traités montrent une proportion de cellules fusionnées significativement plus élevée en
comparaison aux cellules Tet-, nous observons une tendance moindre chez les patients
Contrdleurs. Il y a notamment un des patients Controleurs qui présente 0% de cellules
fusionnées dans les compartiments Tet- et Tet+, et qui est donc complétement hermétique au
mécanisme de fusion par ce virus. Enfin, parmi les cellules Tet+, les patients traités présentent
un niveau de fusion significativement plus €élevé que les patients Controleurs (Figure 7B). De
manicre générale, nous observons une hiérarchie similaire de la susceptibilité a la fusion a
celle observée dans I’expression de CCRS5 (Figure 5D), dépendant des statuts « Tet» et
« groupe de patient », avec un niveau de fusion particuliecrement élevé dans la population
CD4+ spécifique de Gag293 des patients traités, et une susceptibilité restreinte dans celles des

patients Contrdleurs.

Nous observons une tres forte corrélation entre la MFI de CCRS et la proportion de cellules
fusionnées dans le compartiment mémoire des cellules Tet+ et Tet- (Figure 7C), confirmant
ce lien manifeste entre I’expression de CCRS et la susceptibilité a la fusion, et suggérant que
la faible expression de CCRS5 dans les cellules T CD4+ de Contrdleurs les rendraient moins
susceptibles a I’infection. C’est différences ne s’expliquent pas par une différence dans la
proportion de CM et EM dans la population mémoire des spécifiques (Figure S5B). Par
contre, la proportion de cellules fusionnées dans la population CM Tet+ est significativement
plus importante chez les patients traités par rapport aux patients Contrdleurs, alors qu’on
retrouve un niveau de fusion similaire dans la population EM (Figure 7D). De plus, on
observe une forte corrélation entre la proportion de cellules fusionnées dans le compartiment
CM Tet+ et la MFI de CCRS5 (Figure 7E), ce qui n’est pas le cas dans le compartiment EM
Tet+ (Figure S5D).

Il semble donc que la fusion dans les cellules EM spécifiques ne soit pas complétement
dépendante de DI’expression de CCRS, alors que la susceptibilité¢ limitée a la fusion des
cellules CM spécifiques de Gag293 chez les patients Controleurs est dlie a une expression

restreinte de CCRS.
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B.4. Discussion

B.4.1 Les Contréleurs du VIH maintiennent une fréquence élevée de cellules
T CD4+ spécifiques de Gag293

Par le passé plusieurs travaux, ainsi que notre groupe, ont montré que les patients Contrdleurs
du VIH préservent une fréquence plus ¢élevée de cellules T CD4+ spécifiques pour le peptide
immunodominant de la capside Gag293 en comparaison avec les patients traités. Plusieurs
¢tudes ont corrélé le maintien de cette population avec le controle de 1’infection (623, 625)
(617). Nous voulions comprendre dans quel programme de différenciation cette population
amplifiée chez les patients Contrdleurs était engagée, et pourquoi ces cellules étaient perdues

chez les patients traités.

B.4.2 Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 chez les Contréleurs sont
activées et présentent un programme de différenciation Th1 avec un potentiel
cytotoxique

Etant donnée la fréquence faible de cellules T CD4+ spécifiques pour Gag293, détectées par
marquage tétramere ex vivo, nous avons opté pour un phénotypage sur cellule unique ot nous
avons regardé le niveau d’expression génique (44 geénes) et protéique (6 MFI). L’analyse en
LDA nous a révélé que les cellules spécifiques de Gag293 chez les deux groupes de patient,
en comparaison avec les cellules non spécifiques, présentaient un profil de différenciation
Thl (TBX21, IFNG, CXCR3, CCRS5) avec un potentiel cytotoxique (EOMES, FASL, GZMB)
aux dépens d’autres sous-types « helper » tels que Th2 et Treg. Ces résultats sont en accord
avec la littérature montrant que la réponse anti-Gag est préférentiellement Thl (617), et
récemment, que les cellules spécifiques de Gag293 montrent une phénotype de type
cytotoxique apres stimulation in vitro. De plus, ces cellules spécifiques montrent un état
d’activation important reflété par la régulation a la hausse de PD-1, IL2RB, HLADR et la perte
de ’IL7R, suggérant qu’elles sont entrain de répondre a I’Ag, ou tout du moins qu’elles 1’ont
déja rencontré.

Les différences phénotypiques entre les cellules T CD4+ de patients Controleurs et traités
s’expliquent essentiellement par une hétérogénéité dans leurs compartiments spécifiques. On
note un programme de différenciation vers un profil Thl plus marqué chez les patients

Controleurs (TBX21, IFNG, CXCR3) en accord avec la littérature (573, 625-627) ainsi qu’un
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programme de différenciation cytotoxique plus complet se traduisant par une expression

corrélée des génes marqueurs de la cytotoxicité (665).

Ensemble ces résultats indiquent que les patients Contréleurs du VIH maintiennent une forte
fréquence de cellules spécifiques engagées dans une réponse de type Thl avec un potentiel

cytotoxique.

B.4.3 Les cellules T CD4+ spécifiques de patients traités sont épuisées

L’une des caractéristiques les plus admise de la phase chronique de I’infection VIH est
I’activation immunitaire généralisée, médiée notamment par la stimulation antigénique
chronique. La sur-activation induit DI’épuisement immunitaire qui est caractérisé
phénotypiquement par une augmentation de I’expression de multiples récepteurs inhibiteurs
tel que PD-1 ou CTLA-4. Dans un premier temps, les cellules épuisées perdent leurs fonctions
effectrices et leurs capacités prolifératives, puis dans un second temps ces cellules meurent
par apoptose. On note que les cellules spécifiques de patients traités sont fortement activées
en comparaison avec celles des patients Controleurs, et présentent une perte de I’/L7R ainsi
qu’une hausse de ’expression d’HLADR et de I’expression CCRS, qui en plus d’étre un
marqueur Th1 est un marqueur d’activation.

De plus, alors que I’expression de PD-1 est augmentée dans les cellules T CD4+ spécifiques
des deux groupe de patients, celle-ci est encore plus importante dans les cellules T CD4+
spécifiques des patients traités par rapport a celles des patients Contrdleurs, suggérant un
épuisement avancé des cellules spécifiques Gag293 des patients traités, comme il 1’a déja été
décrit précédemment (505).

L’épuisement cellulaire pourrait &tre 1’une des raisons pour expliquer la différenciation moins
aboutie en Thl et le programme de différenciation cytotoxique moins corrélé des cellules
spécifiques de patients traités par rapport a celui chez les patients Contréleurs. De plus,
I’épuisement pourrait aussi expliquer la faible fréquence de cellules T CD4+ spécifiques chez

les patients traités due a la perte de prolifération et I’induction d’apoptose.
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B.4.4 Les cellules T CD4+ spécifiques du VIH de Contréleurs présentent une
susceptibilité a la fusion limitée due a une expression de CCR5 membranaire limitée

Alors que I’expression de ’ARNm de CCRS est inchangée, nous montrons que 1’expression
de CCR5 membranaire est augmentée dans le compartiment de T CD4+ spécifiques des deux
groupes de patients, mais celle-ci est particulie¢rement limitée dans les cellules T CD4+
spécifiques des Contrdleurs du VIH en comparaison avec celles chez les patients traités. Cette
observation d’expression moindre de CCRS5 est étonnante, alors que les cellules spécifiques
de Contrdleurs sont engagées dans une différenciation Thl plus marquée.

La régulation a la hausse du CCR5 membranaire pourrait alors refléter une activation plus
importante des cellules spécifiques chez les patients traités, plutét qu’un marqueur de la voie
de différenciation Thl. Il a notamment été décrit que certaines populations exprimant
fortement PD-1 exprimaient conjointement CCRS5 (666). Une seconde hypothése est que les
cellules T CD4+ des Contrdleurs du VIH exprimeraient intrinséquement moins de CCRS5 due
a une régulation post-transcriptionnelle. CCRS étant le corécepteur d’entrée du VIH, nous
avons évalué la susceptibilité des cellules T CD4+ de patients a I’entrée virale via un test de
fusion par un provirus de tropisme R5. Dans la population T CD4+ totale, nous avons obtenu
une forte corrélation entre I’expression de CCRS5 et la proportion de cellules fusionnées, mais
nous avons aussi validé le fait que I’expression différentielle de CCRS5 dans les sous-
populations mémoires (Nv < CM < Eff < EM) conduit a un profil de fusion du méme ordre.
En utilisant un marquage tétramére contre le peptide Gag293, suite a la fusion de plus de 20
millions de cellules, nous avons été capables de déterminer de fagon directe la susceptibilité a
la fusion de ces cellules spécifiques tres rares. Nous avons montré que les cellules spécifiques
des deux groupes de patients €taient plus susceptibles a la fusion que les cellules mémoires
non-spécifiques, ce qui était directement li¢ avec 1’expression différentielle de CCRS.

Cette différence s’explique a la fois par une tendance a un enrichissement de la population
EM dans la population spécifique chez certains patients mais surtout par 1’expression
intrinséquement plus forte de CCRS dans les populations CM et EM. 1l a ét¢ montré que les
cellules spécifiques étaient préférentiellement infectées (517), et nous montrons ici qu’une des

raisons pouvant expliquer cela est une expression particulicrement élevée de CCRS.

La comparaison des groupes de patients, nous a révélé que les cellules T CD4+ Gag293 de
patients Contréleurs présentaient une susceptibilité a la fusion limitée par rapport aux patient
traités, et que ces différences étaient corrélées directement avec I’expression de CCRS. De

plus I’expression de CCRS5 est associée dans les cellules spécifiques des Contrdleurs a une
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forte expression de CCL5. CCLS5 est un des ligands de CCRS5 capable d’induire son
internalisation. Plusieurs études ont montré le lien existant entre un fort niveau de CCL5 dans
le sérum et une progression plus lente dans la maladie (287, 291), chez les Controleurs (652)
mais aussi chez les individus hautement exposés mais séronégatifs (288-290). Certains virus
néanmoins sont capables d’échapper a I’inhibition par les cytokines en ciblant des
conformations de CCRS5 qui sont de faible affinité pour le ligand naturel (249).

La sécrétion autologue de CCL5 pourrait étre a 1’origine, de 1’expression limitée de CCRS
dans les cellules T CD4+ spécifiques de Contrdleurs, limitant le phénoméne de fusion virale.
Une étude portée sur les cellules T CD4+ spécifiques de CMV, a révélé un phénomene
similaire. Comparées aux cellules T CD4+ spécifiques de Gag chez des patients progresseurs,
les cellules spécifiques de CMV étaient protégées de I'infection a VIH via une production
autocrine de CCL3 et CCL4 (667). Afin de comprendre I’implication de CCL5 dans le niveau
d’expression limit¢ de CCRS5 chez les Controleurs, nous pourrions bloquer ou bien ajouter
CCLS5 en exces, puis vérifier si nous nivellons I’expression de CCRS et la susceptibilité a la
fusion entre les deux groupes.

Une permissivité a I’infection par le VIH limitée des cellules spécifiques chez les Contrdleurs
due a une expression de CCRS restreinte pourrait aussi expliquer le maintien des cellules T
CD4+ spécifiques chez les Controleurs du VIH. Nous observons d’ailleurs une corrélation
négative directe entre 1I’expression membranaire de CCRS et la proportion de cellules T CD4+

spécifiques de Gag293.

B.4.5 Les cellules T CD4+ spécifiques du VIH de Contréleurs présentent une
susceptibilité a la fusion limitée de leurs cellules Centrales mémoires

La fusion limitée dans les cellules spécifiques de Contrdleurs par rapport a celles de patients
traités, ne s’explique pas par une différence dans la fréquence des populations CM et EM,
mais par une fusion particuliecrement importante dans le compartiment CM des patients
traités, qui corréle avec une expression de CCRS élevée. De manicre intéressante la fusion
dans la population EM est tres €levée dans les deux groupes de patients et ne corréle pas avec
I’expression de CCRS, suggérant que d’autres mécanismes indépendants de I’expression de
CCRS sont a I’origine de 1’augmentation de I’entrée virale dans cette population. Les cellules
T CD4+ CM sont responsables de la mémoire a long terme et sont progénitrices des autres
populations mémoires et effectrices. Ces cellules sont peu infectables en raison de leur

expression réduite de CCRS, mais ont un potentiel de réplication virale ¢élevé di a leur
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capacité proliférative élevée (655, 656, 668). Les cellules EM représentent le compartiment T
CD4+ le plus infectable, reflétant une dépendance importante a 1’expression de CCRS5 (669).
En effet, en dessous de 10000 récepteurs CCRS5 par cellule, il y a une forte diminution de
I’infectabilité du VIH (191). Alors que le compartiment CM est normalement peu susceptible,
nous montrons ici que le niveau élevé de CCRS dans la population CM des cellules T CD4+
spécifiques chez les patients traités corréle avec un niveau important de fusion (méme niveau
que EM). La permissivité accrue a I’entrée virale des cellules CM spécifiques de Gag293 chez
les patients traités, pourrait engendrer la perte de ce compartiment progéniteur et donc
expliquer la perte des cellules spécifiques de Gag293. La susceptibilit¢ a I’infection des
cellules CM est un facteur primordial dans le contrdle de I’infection SIV chez les sooty
mangabeys et dans la progression vers le SIDA (670, 671). De plus, étant des cellules de
longue durée de vie, ces cellules CM résiduelles pourraient participer au réservoir viral chez

les patients traités (202).

B.4.6 Les cellules T CD4+ totales expriment aussi moins de CCR5 et ont une
susceptibilité a la fusion limitée
De manicre intéressante, alors que I’analyse sur cellules uniques ne nous avait pas montré de
différences dans I’expression de CCRS dans le compartiment non-spécifique entre les patients
Controleurs et traités, I’étude de I’expression de CCRS sur un grand nombre de cellules nous
a révélé une expression préférentielle de CCRS chez les patients traités dans la population T
CD4+ totale. Cela était expliquée par une augmentation de 1’expression de CCRS dans tous
les compartiments (Nv, CM, EM, et Eff). Nous avons observé une fusion préférentielle des
cellules T CD4+ de patients traités qui est corrélée a I’expression de CCRS. L’augmentation
de fusion dans le compartiment CD4+ chez les patients traités ne s’explique pas par une
différence de fréquence dans leurs sous-populations mémoires, mais par une fusion
significativement plus forte dans le compartiment naif et effecteur, ainsi qu’une forte
tendance dans le compartiment mémoire (CD45RA- : p-value = 0,06). Il semble donc que ce
phénoméne observé dans la population spécifique est aussi présent, bien que moins marqué,
dans la population totale, suggérant une expression intrinséquement faible de ce récepteur
dans les cellules de patients Controleurs. L’expression de CCRS5 est critique dans I’infection
VIH, la protection liée a la mutation A32 en étant I’exemple typique {Huang, 1996 #5085, de
plus de nombreuses études montrent un lien entre une expression de CCRS faible et la

progression dans la maladie (280) (281, 282), Une expression réduite de CCRS sur les cellules
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T CD4+ des Controleur pourrait donc étre une des explications du contrdle de I’infection chez

ces rares individus.

B.4.7 Susceptibilité a 'infection et a la fusion des cellules T CD4+ de
Contréleur dans les autres études

La susceptibilité¢ a I’infection des cellules T CD4+ chez les Controleurs du VIH est débattue,
Une récente étude de Noel et al. montre que les Controleurs du VIH ont une fréquence tres
faible de cellules infectées (654). De plus, deux groupes ont montré que les cellules T CD4+
de Contrdleur activées in vitro sont moins propices a l'infection par le VIH que les cellules de
donneurs sains, notamment par des phénomenes post-entrée (650) (651).

En revanche, le groupe de Blankson et al. suggere que la stimulation des cellules T CD4+ in
vitro, induit un biais dans la compréhension du mécanisme d’infection, notamment dans
I’expression des chimiorécepteurs. Ils étudient donc les cellules T CD4+ non-stimulées et
montrent, en contradiction avec les autres études, une susceptibilité accrue a la fusion ainsi
qu’a l'infection, par un virus de souche RS, des cellules de Controleurs en comparaison avec
celles des patients progresseurs. Ils montrent que ce différentiel est dii a une distribution
différente des sous-populations mémoires entre les Contrdleurs et les patients progresseurs,
notamment provoquée par I’activation chronique, due a la réplication virale chez les patients
progresseurs, qui induit une forte différenciation vers le stade effecteur, qui est peu infectable
(655, 656).

Le choix de comparer les patients Controleurs avec des patients progresseurs crée donc un
biais dans la compréhension de la susceptibilité¢ intrinseéque des cellules T CD4+ chez ces
individus, car la physiopathologie du VIH modifie les populations T CD4+ et leurs degrés
d’infectabilité. C’est pourquoi nous avons ¢tudié¢ la susceptibilité a D’entrée virale des
Controleurs du VIH en utilisant des cellules T CD4+ non stimulées, en les comparant a des
patients traités montrant un contréle de la charge virale similaire, afin de prévenir les
différences liées a la réplication virale. Par ailleurs, nous avons montré que la fréquence des
sous-populations mémoires était similaire dans les deux groupes de patients. Néanmoins, nous
avons aussi montré que les cellules T CD4+ de patients traités, notamment les cellules
spécifiques de Gag293, montrent certains signes d’activation. Il sera donc nécessaire de
comparer la susceptibilit¢ a I’entrée virale chez les Controleurs avec des donneurs sains.
Enfin, nous planifions d’effectuer des expériences d’infection du fait que la fusion et

I’infection sont parfois déconnectées dans certaines sous-populations T CD4+ comme les
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cellules effectrices exprimant fortement CCRS mais étant peu infectables par les virus RS

(358).

B.4.8 Détection de CCR5 dans la population T CD4+

De nombreux phénomeénes pourraient étre a 1’origine de la variabilité d’expression du CCRS
membranaire. Nous n’avons pas observé de différences d’expression de ’ARNm de CCRS5
que ce soit dans les populations spécifiques ou dans les populations totales, suggérant que
cette régulation est post-transcriptionnelle. On peut penser a des régulations au niveau de
I’export, ou de I’internalisation du récepteur (potentiellement par les chimiokines). Comme
nous 1’avons observé dans la population spécifique, le différentiel d’expression de CCRS5 dans
la population T CD4+ totale pourrait aussi refléter un état d’activation chez les patients
traités, méme si nous n’avons pas vu de différences dans l’expression des marqueurs
d’activation entre les deux groupes de patients dans cette population. Bien que cela ne soit pas
encore complétement caractérisé, il est envisageable que suite a leur activation, les cellules T
CD4+ pourraient remobiliser des pools intracellulaires de CCRS, afin d’induire une régulation
rapide de son expression membranaire (672). Afin de comprendre, si I’état d’activation
résiduel des cellules T CD4+ chez les patients traités joue un réle dans le niveau de CCRS5
membranaire, nous caractériserons en parallele 1’expression de ce récepteur, chez des
donneurs sains (non affectés par la réplication virale) « au repos », des patients Controleurs et
des patient traités.

CCRS est présent a la surface des cellules sous différentes conformations détectables par la
liaison d’anticorps monoclonaux dirigés contre différents épitopes de CCRS. Il a été montré
que les proportions relatives de ces différentes populations (conformations) détectées varient
d’une population cellulaire & 1’autre et que celles-ci sont différentiellement utilisées par
différentes souches de VIH-1 (250, 252). De plus, il a été montré que certains clones
d’anticorps étaient capables de reconnaitre spécifiquement des modifications post-
traductionnelles, telles que les glycosylations ou des sulfatations a la surface de CCRS, qui
peuvent étres requises pour l’interaction avec l’enveloppe du virus. Nous pouvons donc
détecter avec des anticorps, différentes populations de CCRS5 en fonction de leurs
conformations et de leurs modifications post-traductionnelles. Nous pouvons penser que les
contréleurs du VIH et patients traités présentent sur leur cellules T CD4+ des conformation
différentes de CCRS. Il serait donc intéressant de marquer les cellules de ces patients avec

différents anticorps monoclonaux.
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Enfin, il y a aussi de nombreux mutants de la partie codante de CCRS qui affectent la
structure de la protéine CCRS, ce qui peut affecter la production, le transport, la liaison aux
chimiokines, la signalisation et I'expression du récepteur CCRS. La plus célebre est la
mutation A32, abolissant toute expression de CCRS5 a la membrane. De maniere générale, les
patients Controleurs ne sont pas surreprésentés parmi les individus portant la mutation A32
(673). Nous séquencerons le transcrit de CCRS chez les patients, et vérifierons les mutations
répertoriées de CCRS (674). Nous sommes notamment intéressés par 1’étude d’un patient
Controleur, qui montre peu d’expression de CCRS et de susceptibilité a 1’entrée virale, que ce

soit dans les populations totales ou spécifiques de Gag293.

B.4.9 Conclusion

De nombreuses études suggerent que les cellules T CD4+ spécifiques de Gag pourraient
participer au contrdle spontanné de I’infection VIH. Nous avons effectivement observé
qu’elles sont préférentiellement maintenues chez les patients Contrdleurs du VIH, et qu’elles
sont engagées dans une réponse antivirale de type Thl avec un potentiel cytotoxique. Ces
cellules pourraient donc étre essentielles dans 1’aide aux cellules T CD8+, mais aussi étre
capable d’¢liminer directement des cellules infectées.

Dans ce projet nous avons étudié¢ les caractéristiques nécessaires au maintien de cette
population chez les Contrdleurs. Nous avons montré que les cellules T CD4+ spécifiques de
Gag293 chez ces individus montrent un état d’épuisement limité, et une susceptibilité a
I’infection restreinte de leurs cellules CM progénitrices, due a une expression limitée de
CCRA5. Le faible niveau de CCRS pourrait s’expliquer par une production autocrine de CCL5
induisant 1’internalisation du récepteur. Ce phénomeéne rappelle le contrdle de I’infection
observé chez les sooty mangabeys, qui montrent une expression limitée de CCRS dans le
compartiment CM.

De plus chez les Contrdleurs, les cellules T CD4+ totales semblent aussi étre moins
susceptibles a I’entrée virale, suggérant une expression de CCRS intrinséquement faible chez
ces patients. De nombreuses ¢tudes montrent un lien clair entre CCRS et protection ou une
progression lente de la maladie. CCRS pourrait donc étre un ¢lément clef dans le controle de

I’infection chez ces rares patients.
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B.5. Matériels et Méthodes

B.5.1 Matériels

Patients

Les Contrdleurs du VIH (groupe HIC; n = 15) ont été recrutés dans le cadre de la cohorte
CO21 CODEX mise en ceuvre par 1'Agence Nationale de Recherche sur le SIDA et les
Hépatites Virales (ANRS). Les controleurs du VIH ont été définis comme des patients
infectés par le VIH-1 qui étaient séropositifs pendant plus de 5 ans, n'avaient recu aucun
traitement antirétroviral, et pour lesquels plus de 90% des mesures de la charge virale
plasmatique étaient indétectables par des tests standards. Tous les contrdleurs du VIH inclus
dans la présente étude ont des charges virales actuelles <50 copies d'ARN du VIH / mL. Le
groupe de patients traités de maniére efficace (groupe HAART; n = 15) a recu un traitement
antirétroviral pendant au moins 5 ans et a montré une suppression virale a long terme avec des
charges virales <50 copies / mL. Les patients traités ont été recrutés a 1'hopital Raymond
Poincaré (Garches, France) et a 1'hopital Bicétre (Le Kremlin-Bicétre, France). Le groupe
donneur sain (groupe HD, n = 8) était composé d'individus anonymes sains qui ont fait un don
de sang a I'Etablissement Frangais du Sang (EFS, Paris, France). L'étude a ét¢ promue par
I’ANRS sous le numéro EP36-8 et EP36-10. Tous les participants ont donné leur

consentement écrit préalable avant I'échantillonnage du sang.

Anticorps
Les anticorps suivants ont été utilisés pour des marquages membranaires :

Analyse d’expression sur cellule unique
Mémes anticorps que dans I’étude Tth additionnés de: anti-CCRS5-PerCP/Cy5.5 (clone
HEK/1/85a), anti-CXCR3-BV605 (clone 1C6/CXCR3) et anti-CCR7-PE-Cy7 (clone

GO043H7),

Analyse des cellules T CD4+ primaires fusionnées
anti-CD3-BUV395 (clone UCHT1), anti-CD4-BD Horizon™ R-phycoerythrin-CF594 (PE-

CF594) (clone RPA-T4), anti-CD45RA-BUV737 (clone HI100), anti-CCR5-AF700 (clone
HEK/1/85a), anti-TCR-Allophycocyanin (APC) (clone IP26) et le marqueur de viabilité

eFluor® 780 (eF780) (eBioscience) a été ajouté pour analyser les cellules vivantes.
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B.5.2 Méthodes

Culture cellulaire

PBMC
Les PBMC ont été isolées par un gradient de centrifugation Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare Life Sciences) a partir de sang humain de donneurs anonymes obtenu aupreés de
I’Etablissement Frangais du Sang (EFS) (Paris, France) ou de patients Controleurs et traités.
Les cellules purifiées ont été utilisées pour les expériences ou cryo-préservées dans de 1’azote

liquide.

Les lignées cellulaires HEK 293T

Les cellules humaines embryonnaires de rein (HEK 293T) utilisées dans cette étude ont été
cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum de veau feetal (SVF), 100 unités /

mL de pénicilline et 100 ug / mL de streptomycine.

Marquage des tétrameéres

Les patients ont été génotypés pour le gene HLA-DRBI1 avec une résolution de 4 digits en
utilisant le kit INNO-LiPA HLA-DRBI Plus (Fujirebio). Seuls les patients ayant un génotype
présentant au moins un des all¢les suivants ont ét¢ inclus dans 1’étude : DRB1*0101 (DR1),
DRBI1*1101 (DR11), DRB1*¥1501/1502 (DR15) ou DRB5*0101 (DRBS). Les tétraméres de
CMH-II couplés au fluorochrome APC correspondants aux alleles suivantes : DR1, DRBI1S5 et
DRBS5 ont été obtenus aupres du NIH Tetramer Core Facility (Emory University, USA). Les
monomeres biotinylés DR11 ont été obtenus respectivement auprés du Dr Fabrice Lemaitre
(Institut Pasteur, Paris) et du Tetramer Core Laboratory of the Benaroya Research Institute
(Seattle, USA).

Les monomeres ont été incubés avec 0,2 mg/mL de peptide Gag293 ou de peptide associé a la
chaine invariante (CLIP) « PVSKMRMATPLLMQA », un peptide controle. L’incubation
s’est faite a 37°C durant 72h en présence de 2,5 mg/mL de n-octyl-b-D-glucopyranoside et un
cocktail d’inhibiteurs de protéases. Les monomeres chargés avec les peptides Gag293 ou
CLIP ont été tétramérisés avec de la streptavidine marquée avec APC (eBioscience). Le
protocole de marquage des tétrameéres CMH-II a été adapté de (618)

Les PBMC fraichement isolées de patients (ou récupérées aprés cryo-préservation ou apres

fusion) ont été incubées a raison de 1 pg de tétramére CMH-II pour 1.10° de cellules dans du
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milieu complet RPMI supplémenté avec 15% de sérum humain AB pendant 90 min a 4°C.
Les marquages ont été réalisés sur 5.10° PBMC / tubes dans 100 pL final, avec 1 tube pour le
controle CLIP et au moins 2 tubes pour le marquage tétramére Gag293. Les combinaisons
d’anticorps ciblant des marqueurs de surface ont été ajoutées durant les 30 derniéres minutes
de I’incubation. Apres lavage, les cellules ayant subi les mémes conditions de marquage ont
été groupées, & un minimum de 1.10° de PBMC pour la condition avec le tétramére Gag293

(Pour plus de détails cf Annexe 2).

Analyse sur cellule unique

Tri de cellules uniques

A partir des PBMC marquées avec des tétrameres et des anticorps, les cellules T CD4+ sont
sélectionnées par cytométrie en flux dans les populations suivantes : CD3+, CD4+, CD14-,

CD20-, Marqueur de viabilité-, CD8- et CD4+.

Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 (Tet+) sont alors triées sur la base du marquage
tétramere, dont la fenétre a été fixée a partir du controle CLIP. Les cellules non-spécifiques
qui ne montrent pas de marquage tétramere (Tet-) sont triées sur leur phénotype mémoire
(CD45RA-). Nous réalisons alors un tri en cellule unique a 1’aide du trieur cellulaire
FACSAria II cell sorter (BD Biosciences) présent sous une hotte de sécurité microbiologique.
Chaque cellule est triée dans un puits d’une plaque PCR 96 puits, contenant du NP40 a 0,5%
pour lyser les cellules, une RNase (Superase-in) et un tampon commercial (5x Vilo) pour la
transcription inverse. Pour chaque patient, 25 cellules Tet+ et 25 Tet- ont été triées, en
utilisant le mode « single cell purity » permettant d’éviter les contaminants. Durant le tri nous
avons utilisé la technologie « index sorting » permettant d’enregistrer les parametres MFI des
cellules triées. En plus de la combinaison utilisée pour la sélection des cellules, nous avons
aussi enregistré 4 parametres (CCR7, CCRS, CXCR3, et PD-1). Nous avons aussi enregistré
au moins 5.10° événements pendant la durée du tri permettant de faire le phénotypage de

I’ensemble des cellules. Les cellules tri¢es et lysées ont été ensuite stockées a -80°C.
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Transcription inverse et amplification des génes d’intérét par PCR

Apres décongélation, les échantillons ont été dénaturés pendant 90s a 60°C, puis ont subi la
transcription inverse avec le mix enzymatique « SuperScript® Enzyme Mix », contenant la
RT SuperScript III et la RNase (Thermo fisher). Nous avons amplifié¢ les 48 génes d’intérét a
partir des ADNc néo-synthétisés, pour cela nous avons réalisé une PCR en présence de nos 48
paires d’amorces (testées préalablement en qPCR classique) a 0,2X chacune et du MIX
« TagMan® PreAmp Master » contenant la polymérase ADN « AmpliTaq Gold® DNA
Polymerase » (Thermo fisher). S’en suivent 20 cycles d’amplification et d’exonucléase pour
enlever les amorces résiduelles. L’ADNc amplifi¢ et nettoyé de ses amorces est alors dilué au

1/5°™ dans du tampon TE, puis conservé a -20°C.

gPCR multiplexée en micro-fluidique

Les échantillons et amorces ont été préparés pour une plaque 48.48 « Fluidigm Dynamic
arrays » (Fluidigm, San Fransisco, CA, USA) selon les recommandations indiquées par le
fournisseur. Brievement, chaque paire d’amorces, a 10 uM, a été mélangée au mix « 2x assay
loading reagent » et les échantillons a 1’evagreen et au « 20X Fluidigm sample reagent ».

Les échantillons et amorces sont alors chargés dans la plaque 48.48 « Fluidigm Dynamic
arrays » ou la puce a été apprétée, puis la PCR en temps réel a été exécutée sur le systeme
biomark pour ’analyse génétique suivant les instructions du fournisseur. Les données ont été

collectées en utilisant le logiciel Fluidigm « real-time PCR Analysis ».

Normalisation et nettoyage des données

Les cellules montrant des expressions trop basses pour leur géne de ménage (GAPDH) ont été
retirées. Les cellules présentant des expressions faibles dues a des dimeres d’amorces,
détectables par la courbe de fusion, ont également été retirées. Chaque expression génique a
¢té¢ normalisée a la GAPDH de la cellule correspondante. Aprés compensation a partir des
cellules monomarquées et normalisation des expression géniques, les expressions protéiques
(6 MFI) et géniques (44 geénes) ont été rassemblées dans un tableau regroupant toutes les
cellules des 9 patients Controleurs et des 9 patient traités. Sur la population totale que nous
avons acquise durant le tri, nous avons été capable de fixer des fenétres de sélection pour

chaque paramétre de cytométrie (FACS). Les coordonnées de ces fenétres nous ont permis de
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discriminer pour chaque parametre MFI si la cellule était positive ou négative pour ce
parametre donné, nous permettant par la suite de discriminer les cellules CXCR5+ des
cellules CXCRS5- par exemple. La partie d’analyse des données se trouve dans la section

statistiques.

Génes et MFI étudiés

Genes
APOBEC3G, AV24, BATF, BCL6, BST2, BV2, CCL3 ISO, CCL4 ISO, CCL5, CCR4, CCRS5,

CCR6, CD274, CD40, CD40LG, CTLA4, CXCLS8, CXCR3, CXCRS5, EOMES, FAS, FASLG 2,
FOXP3, GAPDH, GATA3, GZMB, HLADRBI, ICOS, IFNA, IFNG, IL10, ILI2RB2, IL15RA,
IL21, IL2IR, IL2RA, IL2RB, IL7R, LAG3, MAF, MX2, PRDMI, PRFI, RORC, SERINCS,
TBX21, TRIM5A, ZBTB7B.

MFI
CXCRS5 -AF488, CXCR3-AF700, CD8-BV785, PD-1-PE, CCR7-PE-Cy7, CCRS5-PerCP-

Cy5-5.
Analyse des cellules T CD4+ fusionnées

Production de virus Blam-Vpr

La séquence codant pour la gpl60 de la souche R5 JRFL a été intégrée dans le plasmide
pNL4.3-Ren, ADN proviral, qui contient la séquence de la souche de VIH-1 de tropisme X4
NL4.3, en lieu et place du gene de ’enveloppe. La séquence de ce plasmide contient un géne
rapporteur (la luciférase de Renilla Reniformis) en lieu et place du gene nef.

Les virus JRFL-Blam-Vpr ont été produits en co-transfectant dans des cellules HEK 293T,
par la méthode de précipitation au phosphate de calcium, ’ADN proviral exprimant la
glycoprotéine d’intérét, le plasmide pCMV4-Blam-Vpr et le plasmide pAdvantage permettant
d’optimiser la production de virus. La transfection a été faite dans des flasques T162 cm?,
contenant 10 millions de cellules, avec 43 ug d’ADN proviral, 6 pg de plasmide pCMV4-
Blam-Vpr et 7 ug du plasmide pAdvantage. Dix huit heures aprés transfection, le milieu de
culture a été remplacé par du milieu frais et 48 h post-transfection les surnageants de culture
ont été récoltés, centrifugés a 800 g pendant 5 min puis concentrés 50 fois dans du milieu
DMEM contenant 10% de SVF apres ultracentrifugation a 83000 g pendant 90 min. Les virus
ainsi produits ont ét¢ quantifiés a 1’aide d’un kit ELISA de dosage de la protéine Gag p24
(Perkin Elmer).
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Fusion
Cette technique mesure la fusion de virus ayant incorporé la protéine de fusion f3-lactamase

(BLAM)-Vpr a des cellules cibles qui seront chargées par le substrat (CCF2) de la BLAM,
(664). Suite a la fusion, le CCF2-AM (Life Techonologies) sera clivé par la BLAM qui aura
été libérée dans les cellules ou le virus a fusionné, ce qui se traduira par un changement dans
le spectre d’émission de fluorescence de cette molécule passant du vert (520 nm) au bleu (447
nm). Ce changement d’émission de fluorescence dans les cellules ayant fusionnées avec le
virus, souvent quantifié¢ en pourcentage de cellules « bleues », sera mesuré par cytométrie en

flux.

Les expériences de fusion ont été réalisées en tubes Eppendorf dans un volume final de 500
uL de milieu de culture contenant 5.10° PBMC préalablement décongelées et ayant subies 30
a 60 min de culture a 37°C. Ces PBMC sont alors mélangées avec 150 ng de p24 de virus
JRFL-Blam-Vpr. Plusieurs tubes sont préparés : 1 tube pour le contrdle sans virus, 1 tube
pour le marquage tétramere contrdle avec CLIP (sans substrat), 1 tube pour le marquage
tétramere Gag293 (sans substrat), et au moins deux tubes qui seront groupés a la fin de
I’expérience pour I’évaluation de la fusion dans les cellules tétrameres positives (avec virus et
substrat).

Les mélanges virus / cellules ont été soumis en premier lieu a une spinoculation (2000 g, 1 h,
4°C). Les cellules ont ensuite été¢ resuspendues puis incubées pendant 3 heures a 37°C. A
I’issue de I’expérience, les cellules ont ensuite été centrifugées, puis resuspendues dans une
solution de CCF2-AM préparée préalablement selon les instructions du fournisseur (Life
Technologies) diluée dans du milieu CO, indépendant, ou seulement avec du milieu CO,
indépendant pour les contrdles sans substrat.

Les cellules sont alors maintenues dans I’obscurité a température ambiante pendant 2 h. A la
fin de la période d’incubation, les cellules sont lavées deux fois avec du RPMI 15% de sérum
humain AB puis nous réalisons le marquage tétramere (cf section marquage tétramere). Les
cellules sont ensuite marquées avec des anticorps, qui nous permettront de discriminer les
cellules T CD4+ ainsi que les sous-populations mémoires (cf panel anticorps dans section
anticorps). Les cellules sont par la suite lavées deux fois avec du PBA (PBS 1% BSA 0,09%
azide de sodium) et fixées avec une solution PBS 2% paraformaldéhyde. Le pourcentage de
cellules ayant fusionnées a été mesuré par cytométrie en flux avec un FACS Symphony (BD
Biosciences). L’analyse des populations cellulaires infectées a été faite avec le logiciel

FlowJo10.
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Statistiques

Analyse statistique sur cellule unique

Comparaison de 'expression génique et protéique sur cellule unique, avec correction pour

comparaisons multiples

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant MAST (v1.0.5) progiciel (1) issu du
logiciel R (v3.3.3). Ce « package » est basé sur un modele linéaire généralisé en deux parties :
le modéle de hurdle adapté au bimodal et/ou aux données d’expression génique en cellule
unique a inflation de zéro. Aprés un contrdle qualité¢ des données, 25 cellules ayant des
valeurs aberrantes ont ¢té écartées de 1’analyse. L’expression des génes a été¢ normalisée par
rapport au controle GAPDH. L’analyse de ’expression des génes et des MFI a été réalisée
indépendamment. Pour chaque groupe de patient, le modele hurdle a été utilisé pour détecter
les différences d’expression entre les cellules Tet+ et Tet- (MFI ou geénes). Nous avons défini
un modé¢le incluant le nombre de patients, le statut « tétramere » (Tet-, Tet+) et le statut
« groupe de patient » (HIC, HAART), les interactions entre les deux dernicres variables et les
interactions entre le nombre de patients et le groupe de patients. Cette dernicre interaction a
été utile pour déterminer I’appariement entre les cellules provenant d’'un méme patient. Afin
d’évaluer la différence d’expression pour chaque gene, nous avons défini des « vectors of
contrats » et appliqué un test de Wald. Les p-values obtenues ont été ajustées en utilisant les

procédures Benjamini et Hochberg (686).

Réseaux de co-expression de genes entre les cellules uniques

Les réseaux de co-expression ont été inférés grace au progiciel huge (687) (v1.2.7) de R basés
sur des corrélations de spearman et des regroupements de nceuds en utilisant des mélanges de
graphiques aléatoires Erdos-Renyi (688) proposé par le progiciel (v1.8). Cette approche

permet de détecter les groupes de génes qui sont positivement ou négativement corrélés.

Analyse Discriminante Linéaire
Une analyse “Analyse Discriminante Linéaire” (LDA) a été¢ réalisée sur les expressions
géniques et MFI en utilisant le progiciel MASS (v7.3-47) de R (689). La LDA est une

technique de réduction de la dimensionnalité qui permet de chercher une combinaison linéaire
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de variables (expression génique ou MFI) qui caractérise et sépare les 4 sous-groupes
d’intérét décrits en fonction du statut « groupe de patients » et « Tet » (Tet+ ou Tet-). De la
méme maniere que l'analyse en composantes principales (PCA), la LDA recherche des
combinaisons linéaires de fonctionnalités qui expliquent le mieux les informations contenues
dans les données, a 1'exception que la LDA vise explicitement a modéliser la différence entre
les 4 classes d'intérét en maximisant la variabilité entre les groupes, et en minimisant la

variabilité au sein des groupes.

Autres analyses statistiques

Les analyses ont été effectuées avec le logiciel GraphPad Prism 6.0. Les différences de
variables entre les groupes ont été analysées avec le test U de Mann-Whitney. Les
corrélations ont été analysées avec le coefficient R. de Spearman. Toutes les différences

significatives entre les groupes (P <0,05) ont été rapportées sur les graphiques de données.
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B.6. Légende des figures

Figure 1: Les Controleurs du VIH présentent une forte proportion de cellules T CD4+
spécifiques de Gag293.

Analyse FACS des cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 provenant de PBMC congelées de
Controleurs du VIH (HIC, n=9) et de patients traités (HAART, n=9). (A) Graphique FACS en
nuage de points représentatifs décrivant la stratégie de sélection des cellules T CD4+. Les
cellules T CD4+ viables ont été sélectionnées de la maniére suivante: CD20- CD14-
Marqueur de viabilité- CD3+ CD4+ CDS-. (B) Graphique FACS en nuage de points
représentatifs décrivant la stratégie de sélection utilisée pour réaliser une analyse des cellules
T CD4+ mémoires spécifiques de Gag293. Panneau haut: Graphique FACS en nuage de
points décrivant un marquage tétramere de HLA-DR chargé, soit avec un peptide controle
CLIP (panneau gauche), soit avec le peptide immunodominant de la réponse VIH Gag293
(panneau droite). En vert, sélection des cellules négatives pour le marquage tétramére Gag293
(Tet-), et en orange, sélection des cellules positives pour le marquage tétramere Gag293
(Tet+). Panneau bas : Sélection des cellules mémoires (CD45RA-) pour la population Tet-
(panneau gauche) et Tet+ (panneau droite). (C) Comparaison de la fréquence de cellules
positives pour le tétramére Gag293 entre les Contrdleurs du VIH et les patients traités.

Les barres représentent les médianes. Les différences significatives (P<0,05) obtenues par le

test statistique Mann-Whitney sont reportées.

Figure 2: Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag sont activées et engagées dans une
différenciation Th1 a profil cytotoxique

Analyse phénotypique sur cellule unique, de 371 cellules T CD4+ mémoires spécifiques du
VIH et 360 cellules non spécifiques provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH
(HIC, n=9) et de patients traités (HAART, n=9). Nous avons divisé ces cellules en quatre
groupes, les cellules triées par marquage tétramere de HLA-DR chargé avec le peptide
Gag293 (HIC CDA45RA- Tet+: 191 ; HAART CD45RA- Tet+:180) et les cellules non
spécifiques (HIC CD45RA- Tet-: 171 ; HAART CD45RA- Tet-: 189) (cf stratégie de tri
présentée en Figure 1). L’expression ARNm de 44 génes a été rapportée a 1’expression
ARNm de la GAPDH (post tri) et I’expression de 6 protéines a la membrane est représentée
par leurs MFI détectées par cytométrie en flux (pendant le tri) (cf liste dans la section

matériels et méthodes) par cellule. (A) Diagramme de dispersion des cellules dérivant de
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I’analyse linéaire discriminante (LDA) permettant la séparation de nos quatre sous-groupes
d’intéréts (HIC Tet- : rouge ; HAART Tet- : vert ; HIC Tet+: bleu ; HAART Tet+ : violet)
décrits par le statut « Groupe de patients » selon 1’axe LD1 et le statut « Tet » selon I’axe LD2
en fonction de l'information contenue dans les données (expression ARNm et MFI). (B-C)
Les graphiques en barres présentent les variables (MFI ou expression ARN) qui montrent les
corrélations les plus significatives (p-value<0,0001, représentée par la barre en pointillées)
avec I’axe LDI1 (statut « patient ») (B) ou LD2 (statut « Tet ») (C). Les corrélations positives
sont représentées en barres pleines et les négatives en barres rayées. Les variables sont
regroupées par couleur en fonction de leur appartenance a un programme de différenciation
(Thl: bleu; cytotoxique: orange; Tth: violet; Autres: gris) ou a des marqueurs
d’activation (rouge) ou des médiateurs inflammatoires (marron) ou des chaines variables de

TCR (vert).

Figure 3 : Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 chez les Contréleurs montrent un
profil Th1 plus prononcé mais sont moins activées

Analyse phénotypique sur cellule unique, de 371 cellules T CD4+ mémoires spécifiques du
VIH et 360 cellules non spécifiques provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH
(HIC, n=9) et de patients traités (HAART, n=9). Nous avons divisé ces cellules en quatre
groupes, les cellules triées par marquage tétramere de HLA-DR chargé avec le peptide
Gag293 (HIC CDA45RA- Tet+: 191 ; HAART CD45RA- Tet+:180) et les cellules non
spécifiques (HIC CD45RA-Tet-: 171 ; HAART CD45RA- Tet-: 189) (cf stratégie de tri
présentée en Figure 1). L’expression ARNm de 44 génes a été rapportée a 1’expression
ARNmMm de la GAPDH (post tri) et I’expression de 6 protéines a la membrane est représentée
par leurs MFI détectées par cytométrie en flux (pendant le tri) (cf liste dans la section
matériels et méthodes) par cellule. (A) Graphique en barres comparant les p-values
discriminant I’expression des génes entre les groupes de cellules HIC Tet+ et HAART Tet+.
(B-C) Distribution des cellules en « violin plot » par groupe respectif (HIC Tet-: rouge ;
HAART Tet-: vert ; HIC Tet+: bleu ; HAART Tet+ : violet) pour les geénes significativement
différents entre les groupes de cellules HIC Tet+ et HAART Tet+, TRBV2 (B) et CCL5 (C).
(D) Graphique en barres comparant les p-values discriminant les MFI entre les groupes de
cellules HIC Tet+ et HAART Tet+. (E-G) Distribution des cellules en « violin plot » par
groupe respectif (HIC Tet-: rouge ; HAART Tet-: vert ; HIC Tet+: bleu; HAART Tet+:
violet) pour les MFTI significativement différentes entre les groupes de cellules HIC Tet+ et

HAART Tet+, CXCR3 (E), PD-1 (F) et CCRS (G).
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Les barres représentent les médianes. L’analyse des p-values a été réalisée en utilisant le
modele hurdle. Les différences significatives (P<0,05), ajustées par la procédure corrigeant
les p-values pour comparaisons multiples de Benjamini and Hochberg, sont reportées. Les

barres en pointillées représentent une p-value = 0,05.

Figure 4: Les cellules T CD4+ totales de patients Controleurs ont une expression de
CCRS limitée

Analyse FACS de I’expression de CCRS5 dans les populations mémoires des cellules T CD4+
provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH (HIC, n=9) et de patients traités
(HAART, n=9). (A) Graphique FACS en nuage de points représentatifs décrivant la stratégie
de sélection des différentes populations mémoires des cellules T CD4+. Les cellules T CD4+
viables ont été sélectionnées de la maniere suivante : CD20- CD14- Marqueur de viabilité-
CD3+ CD8- CD4+. Les sous-populations mémoires ont été sélectionnées en fonction de
I’expression de CD45RA et CCR7: cellules T CD4+ Naives (Nv: CD45RA+ CCR7+),
Centrales mémoires (CM : CD45RA- CCR7+), Effectrices mémoires (EM : CD45RA- CCR7-
) et Effectrices (Eff : CD45RA+ CCR7-). (B-C) Expression de CCRS5 mesurée par sa MFI
dans les différentes sous-populations mémoires. Histogramme représentatif de la MFI de
CCRS (B) et comparaison de la MFI de CCRS5 dans les sous-populations mémoires chez les
patients Controleurs du VIH (C). (D) Comparaison de la MFI de CCRS5 dans les cellules T
CD4+ chez les patients Contréleurs du VIH et les patients traités. (E) Comparaison de la MFI
de CCRS dans les sous-populations mémoires des cellules T CD4+ (de gauche a droite: Nv,
CM, EM, EfY) entre les patients Controleurs du VIH et les patients traités

Les barres représentent les médianes. Les différences significatives (P<0,05) obtenues par le

test statistique Mann-Whitney sont reportées.

Figure 5: Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 de patients Controleurs ont une
expression de CCRS limitée

Analyse FACS de I’expression de CCRS5 dans les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293
provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH (HIC, n=9) et de patients traités
(HAART, n=9). (A) Graphique FACS en nuage de points représentatifs, décrivant la stratégie
de sélection utilisée pour réaliser une analyse des cellules T CD4+ mémoires spécifiques de
Gag293. Panneau haut: Graphique FACS en nuage de points décrivant un marquage tétramere
de HLA-DR chargé soit avec un peptide contrdle CLIP (panneau de gauche), soit avec le

peptide immunodominant de la réponse VIH Gag293 (panneau de droite) a partir de cellules T
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CD4+ viables. En vert, sélection des cellules négatives pour le marquage tétramere Gag293
(Tet-) en orange, sélection des cellules positives pour le marquage tétramere Gag293 (Tet+).
Panneau bas : Marquage représentatif de CCRS et sélection des cellules mémoires (CD45RA-
) pour la population Tet- (panneau de gauche) et Tet+ (panneau de droite). (B-C)
Comparaison de la MFI de CCRS parmi le compartiment T CD4+ mémoire (CD45RA-) entre
le population Tet- et Tet+. Histogramme représentatif chez un patient Controleur du VIH (B),
et comparaison entre patients Contréleurs du VIH et patients traités (C). (D) Comparaison de
I’expression de CCRS5 mesurée par sa MFI dans le compartiment Tet+ parmi les sous-
populations CM (panneau de gauche : CD45RA- CCR7+) et EM (panneau de droite :
CD45RA- CCR7-) entre les patients Controleurs du VIH et les patients traités. (E) Corrélation
entre la MFI de CCRS dans la population Tet+ et la fréquence de cellules Tet+ dans la
population T CD4+ chez les patients Controleurs du VIH (carrés rouges) et les patients traités
(triangles bleus).

Les barres représentent les médianes et les différences significatives (P<0,05) obtenues par le

test statistique Mann-Whitney (C et D) et de corrélation de Spearman (E) sont reportées.

Figure 6: La fusion du VIH dans les cellules T CD4+ non-stimulées corréle avec
I’expression de CCRS

Analyse FACS de la fusion du provirus RS BlaM-Vpr-JRFL dans les populations mémoires
des cellules T CD4+ provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH (HIC, n=9) et de
patients traités (HAART, n=9). (A) Graphique FACS en nuage de points représentatifs

décrivant la stratégie de sélection des cellules fusionnées parmi les cellules T CD4+ viables.

(B) Panneau de gauche : Comparaison de la fréquence de cellules fusionnées par BlaM-Vpr-
JRFL dans la population T CD4+ viables entre les Contrdleurs du VIH et les patients traités.
Panneau de droite : Corrélation entre la fréquence de cellules fusionnées par BlaM-Vpr-JRFL

dans la population de T CD4+ viables et la MFI de CCRS5 dans la population de T CD4+

viables chez les patients Contréleurs du VIH (carrés rouges) et les patients traités (triangles
bleus). (C) Graphique FACS en nuage de points représentatifs, décrivant la stratégie de
sélection des cellules fusionnées par le provirus BlaM-Vpr-JRFL dans les sous-populations
mémoires : cellules T CD4+ Naives (Nv : CD45RA+ CCR7+), Centrales mémoires (CM :
CD45RA- CCR7+), Effectrices mémoires (EM : CD45RA- CCR7-) et Effectrices (Eff:
CD45RA+ CCR7-). (D) Comparaison de la fréquence de cellules fusionnées dans les sous-

populations mémoires chez les patients Contrdleurs du VIH. (E) Comparaison de la fréquence
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de cellules fusionnées dans les sous-populations mémoires des cellules T CD4+ (de gauche a
droite: Nv, CM, EM, EfY) entre les patients Controleurs du VIH et les patients traités
Les barres représentent les médianes et les différences significatives (P<0,05) obtenues par le

test statistique Mann-Whitney (B, D et E) et de corrélation de Spearman (B) sont reportées.

Figure 7 : Les cellules T CD4+ centrales mémoires spécifiques de Gag293 chez les
Controleurs du VIH sont peu sensibles a I’entrée virale

Analyse FACS de la fusion par le provirus R5 BlaM-Vpr-JRFL dans les cellules T CD4+
spécifiques de Gag293 provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH (HIC, n=9) et
de patients traités (HAART, n=9). (A) Graphique FACS en nuage de points représentatifs,
décrivant la stratégie de sélection des cellules fusionnées par le provirus BlaM-Vpr-JRFL
parmi les cellules T CD4+ mémoires (CD45RA-) spécifiques du VIH, suite & un marquage
tétramere de HLA-DR chargés avec le peptide immunodominant Gag293 (panel de droite:
CD45RA- Tet+), ou non spécifiques (panel de gauche: CD45RA- Tet-) a partir de cellules T
CD4+ viables. (B) Comparaison de la fréquence de cellules fusionnées par le provirus BlaM-
VPr-JRFL dans le compartiment T CD4+ mémoire (CD45RA-), soit dans la population Tet-,
soit dans la population Tet+ entre les patients Contrdleurs du VIH et les patients traités. (C)
Corrélation entre la fréquence de cellules fusionnées par le provirus BlaM-Vpr-JRFL dans le
compartiment T CD4+ mémoire (CD45RA-) des populations Tet- et Tet+ et de la MFI de
CCRS5 parmi le compartiment T CD4+ mémoire (CD45RA-) des populations Tet- et Tet+
chez les Contrdleurs du VIH (HIC Tet- CD45RA- : carrés rouges vides ; HIC Tet+ CD45RA-
: carrés rouges pleins) et les patients traités (HAART Tet- CD45RA- : triangles bleus vides;
HIC Tet+ CD45RA- : triangles bleus pleins). (D) Comparaison de la fréquence de cellules
fusionnées par le provirus BlaM-Vpr-JRFL dans le compartiment Tet+ parmi les sous-
populations CM (panneau de gauche : CD45RA- CCR7+) et EM (panneau de droite :
CD45RA- CCR7-) entre les patients Controleurs du VIH et les patients traités. (E) Corrélation
entre la fréquence de cellules fusionnées par le provirus BlaM-Vpr-JRFL dans le
compartiment Tet+ parmi la sous-population CM et la MFI de CCRS dans le compartiment
Tet+ parmi la sous-population CM chez les patients Contrdleurs (carrés rouges) et les patients
traités (triangles bleus).

Les barres représentent les médianes et les différences significatives (P<0,05) obtenues par le

test statistique Mann-Whitney (B et D) et de corrélation de Spearman (C et E) sont reportées.
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Figure supplémentaire 1 : L’expression du programme cytotoxique est corrélée dans les
cellules spécifiques de Gag, chez les Controleurs du VIH

Analyse phénotypique sur cellule unique, de 371 cellules T CD4+ mémoires spécifiques du
VIH et 360 cellules non spécifiques provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH
(HIC, n=9) et de patients traités (HAART, n=9). Nous avons divisé ces cellules en quatre
groupes, les cellules triées par marquage tétramere de HLA-DR chargé avec le peptide
Gag293 (HIC CD45RA- Tet+: 191 ; HAART CD45RA- Tet+:180) et les cellules non
spécifiques (HIC CD45RA-Tet-: 171 ; HAART CD45RA- Tet-: 189) (cf stratégie de tri
présentée en Figure 1). L’expression ARNm de 44 génes a été rapportée a 1’expression
ARNm de la GAPDH (post tri) (cf liste dans la section matériels et méthodes) par cellule. (A-
B) Détection des communautés de genes qui sont corrélées positivement ou négativement
ensemble dans la population HIC Tet+ (A) et HAART Tet+ (B). Les génes absents d’un
réseau ont ¢été enlevés, a 1’exception de PRFI dans le panneau B. Les barres noires
représentent les corrélations positives et les barres rouges les corrélations négatives. Les
réseaux se ressemblant entre les deux groupes sont colorés similairement. Les points en

orange correspondent aux geénes décrits dans le programme cytotoxique.

Figure supplémentaire 2 : « Violin plots »

Analyse phénotypique sur cellule unique, de 371 cellules T CD4+ mémoires spécifiques du
VIH et 360 cellules non spécifiques, provenant de PBMC congelées de Contréleurs du VIH
(HIC, n=9) et de patients traités (HAART, n=9). Nous avons divisé ces cellules en quatre
groupes, les cellules triées par marquage tétramere de HLA-DR chargé avec le peptide
Gag293 (HIC CD45RA- Tet+: 191 ; HAART CD45RA- Tet+:180) et les cellules non
spécifiques (HIC CD45RA- Tet-: 171 ; HAART CD45RA- Tet-: 189) (cf stratégie de tri
présentée en Figure 1). L’expression ARNm de 44 génes a été rapportée a 1’expression
ARNmMm de la GAPDH (post tri) et I’expression de 6 protéines a la membrane est représentée
par leurs MFI détectées par cytométrie en flux (pendant le tri) (cf liste dans la section
matériels et méthodes) par cellule. (A-C). Distribution des cellules en « violin plot » par
groupe respectif (HIC Tet-: rouge ; HAART Tet-: vert ; HIC Tet+: bleu; HAART Tet+:
violet) pour les 44 genes et les 6 MFI par ordre alphabétique.
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Figures supplémentaires 3 et 4 : P-values pour les comparaisons d’expression ARNm et
protéique avec correction pour comparaisons multiples

Analyse phénotypique sur cellule unique, de 371 cellules T CD4+ mémoires spécifiques du
VIH et 360 cellules non spécifiques provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH
(HIC, n=9) et de patients traités (HAART, n=9). Nous avons divisé ces cellules en quatre
groupes, les cellules triées par marquage tétramere de HLA-DR chargé avec le peptide
Gag293 (HIC CD45RA- Tet+: 191 ; HAART CD45RA- Tet+:180) et les cellules non
spécifiques (HIC CD45RA-Tet-: 171 ; HAART CD45RA- Tet-: 189) (cf stratégie de tri
présentée en Figure 1). L’expression ARNm de 44 génes a été rapportée a 1’expression
ARNmMm de la GAPDH (post tri) et I’expression de 6 protéines a la membrane est représentée
par leurs MFI détectées par cytométrie en flux (pendant le tri) (cf liste dans la section
matériels et méthodes) par cellule. (Figure S3) Graphique en barres comparant les p-values
discriminant 1I’expression des 44 genes entre les groupes de cellules suivant : (du bas vers le
haut) HIC Tet- vs HIC Tet+; HAART Tet- vs HAART Tet+ ; HIC Tet- vs HAART Tet-.
(Figure S4) Graphique en barres comparant les p-values discriminant I’expression des 6 MFI
entre les groupes de cellules suivant : (de la gauche vers la droite) HIC Tet- vs HIC Tet+ ;
HAART Tet- vs HAART Tet+ ; HIC Tet- vs HAART Tet-.

Les barres représentent les médianes. L’analyse des p-values a été réalisée en utilisant le
modele hurdle. Les différences significatives (P<0,05), ajustées par la procédure corrigeant
les p-values pour comparaisons multiples de Benjamini and Hochberg, sont reportées. Les

barres en pointillées représentent une p-value = 0,05.

Figure supplémentaire 5 : Complément

Analyse FACS des sous-populations mémoires parmi les cellules T CD4+ spécifiques (Tet+)
et non spécifiques (Tet-) de Gag293 provenant de PBMC congelées de Controleurs du VIH
(HIC, n=9) et de patients traités (HAART, n=9). Les sous-populations mémoires ont été
sélectionnées en fonction de I’expression de CD45RA et CCR7: cellules T CD4+ Naives
(Nv: CD45RA+ CCR7+), Centrales mémoires (CM: CD45RA- CCR7+), Effectrices
mémoires (EM : CD45RA- CCR7-) et Effectrices (Eff : CD45RA+ CCR7-).

(A et C) Comparaisons de la MFI de CCRS5 (A) ou de la fréquence de cellules fusionnées par
le provirus BlaM-Vpr-JRFL (C) dans les sous-populations mémoires chez les patients traités.
(B) Comparaison de la fréquence des CM dans la population T CD4+ mémoire spécifique de

Gag293 (CD45RA- Tet+) ou non spécifique (CD45RA- Tet-) chez les patients Controleurs ou
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traités. (D) Corrélation entre la fréquence de cellules fusionnées par le provirus BlaM-Vpr-
JRFL dans le compartiment Tet+ parmi la sous-population EM, et la MFI de CCRS dans le
compartiment Tet+ parmi la sous-population EM chez les patients Controleurs (carrés rouges)
et patients traités (triangles bleus).

Les barres représentent les médianes. Les différences significatives (P<0,05) obtenues par le

test statistique Mann-Whitney (A, B et C) et de corrélation de Spearman (D) sont reportées.
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B.7. Résultats
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Figure 1: Les Contréleurs du VIH présentent une forte
) proportion de cellules T CD4+ spécifiques de Gag293
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Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag sont activées et
engagées dans une différenciation Th1 a profil cytotoxique

Figure 2:
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Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 chez les Contrbleurs
montrent un profil Th1 plus prononcé mais sont moins activées

Figure 3:

A Gene expression
(HIC Tet+ vs HAART Tet+)

10

-Log10 (p-values)
(&)}

M- DO AL N N O LD D OONANNDNDDOTCOTOOTONNOL TG
NOUNOFgLSXSONOCOo - NaOzZo0O0SLe guwaordsaIncaord>EJdEQ @
m = X o s < = o i = X w OO0 d ONCOOOmM®MWO>
gERgetE T °TIISTI8*"500860g gEssb5o8088c T Reesy
n = L © O
T o
B C =
. TRBV2
C
Ke) : )
& e}
» 151 7 7] |
g ‘u @ 15
Al o
© 101 5 10f
< 1 <
E ‘\ zZ
€ 5 T 5
S 9
2 o S o
= HIC HAART HIC HAART HIC HAART HIC HAART
Tet- Tet- Tet+ Tet+ Tet- Tet- Tet+ Tet+
MFI
(HIC Tet+ vs HAART Tet+)
PD-1 - CXCR3
4000+
CXCR5 -
&2
CXCR3 ~ O
X
cD8 - o
TH
=
CCR7 -
CCRS - HIC HAART HIC  HAART
0 2 4 6 8 Tet- Tet- Tet+ Tet+
-Log10 (p-values)

PD-1 CCR5

1500

1000

500

MFI PD-1

s W |
HAART HIC HAART HIC HAART HIC HAART
Tet- Tet+ Tet+ Tet- Tet- Tet+ Tet+

205


mathieu
Texte tapé à la machine
205


Les cellules T CD4+ totales de patients Contrbleurs
ont une expression de CCR5 limitée
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Figure 5:

Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 de patients
Contréleurs ont une expression de CCRS limitée
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La fusion du VIH dans les cellules T CD4+ non-stimulées
corréle avec I'expression de CCR5

Figure 6:
No Virus BlaM-Vpr-JRFL
ol ]
L
Ol 24 ]
O E
E Fusion wid Fusion
: 0 o ; : 22,2
: -
Cleaved CCF2
A ANV
3 5 Fusion
Al i i
LL *a w °3 T
&) ) i
Ol JEm Eff
Fusion 1 Fusion
Cleaved CCF2
NV CM
20, 9021 80- 0.23
= P
Z 1.5 4 O 604
£ c
§104 w 4 5 40-
%J A ‘® - AAA
>
05 aa Ya T 20- = “2“‘
3 :_._ N L v R
0.0 L . 0 - .
HIC HAART HIC HAART

% Fusion in CD4 + T cells

% Fusion

% Fusion in EM

30- 0.021 X 3004 R = 0.67 .
SR o P = 0.0056
204 A L © 200- R
A S+
m A, o +
[ ] oC <
104 A O A 100-
. OO0
£
O , T 0 T T 1
HIC HAART o 10 20 30
% Fusion in CD4 + T cells
0.0002
0.0002
0.010
80+ 0.0070 _0.065
A
60- N
X M v
40- 0.0002 A, v
vV
20- m® v
T-
0l e | IS /
Nv CM EM Eff
EM Eff
50- 0.099 80- 0.041
] A =
60{ _w_mt W .
0] "s i 54f =% I
2 l.l
20- K- 20-
R
0 n 0 ! T
HIC HAART HIC HAART

208


mathieu
Texte tapé à la machine
  208


Figure 7:

A

Les cellules T CD4+ centrales mémoires spécifiques de Gag293
chez les Contréleurs du VIH sont peu sensibles a I'entrée virale
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Supplementary data 1:

L’expression du programme cytotoxique est corrélée dans les cellules
spécifiques de Gag, chez les Contréleurs du VIH
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Figure supplementary data 3 : P-values pour les comparaisons d’expression ARNm avec correction pour comparaisons multiples
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Figure supplementary Data 4

P-values pour les comparaisons d’expression protéique avec correction pour comparaisons multiples
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Figure supplementary data 5: compiément
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DISCUSSION



lll. DISCUSSION GENERALE

A. Maintien de la fréquence et fonction des cellules T CD4+ spécifiques de Gag293
Th1l et Tfh dans l'infection a VIH naturellement contrélée

Dans nos deux études, les Contréleurs du VIH montrent une proportion élevée de cellules T
CD4+ spécifiques de Gag293 par rapport aux patients traités, alors que ces deux groupes de
patients sont caractérisés par une trés faible charge virale a long terme. Le maintien de cette
population chez les Controleurs suggere que la réponse adaptative CD4 est active dans
I’infection controlée a VIH, par contraste avec la reconstitution incompléte de 1I’immunité
antivirale chez les patients sous thérapie antirétrovirale (675, 676). De plus, il a été montré
que globalement la fréquence des cellules T CD4+ spécifiques de Gag corréle inversement
avec la charge virale, soulignant I’importance de cette population dans le controle de
I’infection. L’étude sur cellule unique révele que la population spécifique de Gag293,
maintenue chez les Contrdleurs, montre un programme de différenciation Thl avec un profil
cytotoxique (625). Ceci est en accord avec des données de la littérature décrivant une réponse
Thl anti-Gag abondante ainsi qu’une expression de molécules cytolytiques dans les cellules T
CD4+ des Controleurs du VIH (573, 624-627). Enfin, une prédominance de la réponse anti-
Gag par rapport a la réponse anti-Env est également associée a des niveaux inférieurs de
virémie (617). Malgré une quantité d'antigénes viraux trés limitée dans les deux groupes de
patients, la population spécifique de Gag293 semble étre engagée dans une réponse antivirale
active, ce qui se refléte par I’expression des marqueurs d’activation tels que HLADR, IL2RB,

PD-1, et par la perte de I’JL7R.

Nous observons aussi qu'une fraction de la population spécifique de Gag293, maintenue chez
les Controleurs, montre un programme de différenciation Tth, avec 1’expression des genes
IL21, IL21R, ICOS, et MAF. L’étude de cette population cTth nous a permis d'identifier pour
la premiére fois des cTth spécifiques de Gag293 par marquage tétramere, et de montrer que le
nombre de cTth spécifiques est plus élevé dans le compartiment T CD4+ des Contrdleurs que
dans celui des patients traités. La forte fréquence de cTth spécifiques chez les Controleurs
suggere que I’endiguement du VIH ne dépend pas uniquement de la réponse Thl, comme il
I’a été suggéré précédemment, mais aussi de 1’aide des Tth, les acteurs principaux de la

réponse humorale. Cette notion est supportée par une importante induction d’IgG spécifiques
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dirigées contre le VIH, qui ont été détectées dans les co-cultures de cTth / cellules B de
Controleurs. Les IgG anti-gp140 étaient préférentiellement amplifiées, avec une fréquence au
sein des IgG totales 30 fois supérieure a celle des patients traités. Il a aussi récemment été
rapporté la présence d’une forte fréquence de cellules B mémoires spécifiques dans I’infection

VIH contrélée (609, 612, 677, 678), suggérant une aide efficace des Tth chez ces individus.

Plusieurs études ont rapporté 1’association entre la fréquence de sous-types cTth particuliers
et la présence de bNAb dirigés contre le VIH (68, 533, 649), ce qui suggere le besoin d’un
compartiment c¢Tth préservé pour induire le développement de ces anticorps hautement
maturés. Il est maintenant clair que les Controleurs du VIH peuvent dans certains cas
développer une réponse B mémoire importante, qui correle chez certains patients (HLA-B57)
avec la capacité¢ a neutraliser une large diversit¢ de souches VIH (678). Nos résultats
suggerent que la disponibilité de I’aide Tth est I'une des composantes clefs de 1’amplitude de
la réponse B mémoire, comme indiquée par la corrélation positive entre les cTth spécifiques
du VIH et la sécrétion d’IgG spécifiques par les cellules B mémoires stimulées. Ces résultats
sont en lien avec une récente étude montrant une corrélation entre la fréquence de Tth
spécifiques produisant de I’'IL-21 et la fréquence de cellules B mémoires spécifiques de Env

611).

De maniére surprenante, nous montrons que la fréquence de cTth spécifiques de Gag293
correle a la fois avec la production d’IgG anti-Gag mais aussi avec la production d’IgG anti-
Env. Ces résultats sont en accord avec une récente ¢tude montrant que la réponse T CD4+
contre Gag est plus fréquente chez les patients montrant des bNAb détectables alors que la
réponse contre 1’enveloppe n’est pas prédictive de la neutralisation a large spectre, soulignant
I’importance de la réponse T CD4+ spécifique de Gag dans I’induction de bNAD (679). Le
fait que la réponse T CD4+ spécifique de Gag prédise I’induction de bNADb spécifiques de

Env souléve la possibilité d’une aide intrastructurale (680).

En résumé, nous confirmons donc que les cellules T CD4+ spécifiques de Gag,
particulierement amplifiées chez les patients Contrdleurs, sont engagées dans une réponse de
Type Thl et montrent un potentiel cytotoxique. De plus, nous montrons qu'une population
cTth spécifique de Gag293 est également maintenue parmi les T CD4+ des Controleurs du
VIH, et que cette population semble étre impliquée dans la forte production d’IgG anti-Env.

Les deux bras de la réponse antivirale T CD4+ sont donc bien représentés dans cette
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population T CD4+ spécifique de Gag, suggérant qu'ils contribuent tous les deux au contrdle

spontané du VIH.

B. Epuisement limité des cellules T CD4+ spécifiques du VIH chez les Controleurs

L'infection a VIH se caractérise par I’épuisement lymphocytaire impliquant une perte précoce
du nombre et de la fonction des cellules T CD4+ spécifiques du VIH sensées contribuer au
controle de I’infection (406, 618, 619). Les Controleurs, de leur coté, montrent un état
d’épuisement limité (504, 505, 629), permettant un maintien de la capacité proliférative des T

CD4+ et de la fonction Thl (573, 625-627) (624).

Nous avons validé ces notions par une étude des T CD4+ obtenues ex vivo, dans un systéme
physiologique ne nécessitant pas de stimulation in vitro, et montré qu’en plus d’étre
maintenues, les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 chez les patients Contrdleurs
montraient des signes d’épuisement limités en comparaison avec les patients traités. Cela se
refléte tout d’abord par un état d’activation modéré (maintien de 1’expression de I’/L7R,
expression d’HLADR limitée), ainsi qu’une expression limitée du corécepteur inhibiteur PD-
1. De plus, nos données révelent une différenciation plus prononcée vers le programme Thl,
ainsi qu’une expression des marqueurs cytotoxiques plus corrélée chez les Contréleurs du

VIH.

La population cTth spécifique semble également étre protégée de 1’épuisement chez les
patients Controleurs. Alors que les Tth des CG expriment fortement PD-1, les cTth montrent
en général une expression plus modérée de ce marqueur. Nous montrons dans notre étude que
la fréquence d'expression de PD-1 dans les cTth spécifiques est nettement plus importante
dans les deux groupes de patients, suggérant une persistance virale stimulant chroniquement
ces cellules. Cependant I’intensité d’expression de PD-1 est significativement plus importante
dans les cellules cTth spécifiques de patients traités par comparaison avec les Contrdleurs. Ce
trés haut niveau d’expression chez les patients traités pourrait perturber la fonction cTth. Il a
en effet ét¢ montré que les Tth montrent un défaut fonctionnel dans I’infection progressive a
VIH, di a une surexpression de PDL-1 par les cellules B des CG anormalement activés (67).

Dans cette étude, I’interaction PD-1 / PD-L1 limite la prolifération et la fonction d’aide des
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Tth, ce qui pourrait expliquer le défaut de réponse des cellules B mémoires chez les patients

traités observé dans nos travaux.

Cependant, la forte perte de production d’IgG anti gp140 chez les patients traités ne semble
pas seulement imputable aux cTfth. En effet, I’ajout de la cytokine pro-inflammatoire IL-6
dans nos co-cultures, cytokine qui est normalement sécrétée par les plasmablastes et permet
d’induire la sécrétion d’IL-21 par les Tth (681), induit une production accrue d'IgG totales par
les cellules B mémoires. Par contre, cette cytokine n’a que peu d’effet sur la production d’IgG
spécifiques anti-Env chez les patients traités, ce qui suggere un épuisement irréversible ou une
perte des cellules B mémoires spécifiques de Env. Cette notion est en accord avec une récente
¢tude montrant une faible fréquence de cellules B mémoires spécifiques détectées par la
fixation d'une enveloppe gp120 marquée (609). La phase terminale de I’épuisement induit la
mort cellulaire par apoptose, et il est donc possible que les cTth et les B mémoires épuisées
disparaissent chez les patients traités. Nous pensons que 1’expression limitée de PD-1 dans les
cellules spécifiques de Gag293 chez les Contrleurs limite leur susceptibilité¢ a I’épuisement

et contribue a expliquer le maintien des cellules Thl et Tth spécifiques chez ces patients.

C. Expression limitée de CCR5 dans le compartiment spécifique de Gag293 chez les
Controleurs du VIH

Nous avons observé une susceptibilité restreinte a 1’entrée virale des cellules spécifiques de
Gag293 chez les Controleurs du VIH, due a une expression limitée de CCRS. Cette
diminution de CCRS était particulierement nette dans les cellules T CD4+ CM qui sont
responsables de la mémoire a long terme et sont progénitrices des autres populations
mémoires et effectrices. La susceptibilit¢ réduite a I’infection des CM est un facteur
primordial dans le caractére non pathogene de I’infection a SIV chez les sooty mangabeys,
qui sont des hotes naturels du virus (670, 671). On peut donc établir un parallele entre le
contrdle de l'infection & VIH et les infections SIV non pathogeénes, méme si les niveaux de

charge virale sont trés différents dans ces deux mode¢les.

La sécrétion autologue de CCLS, importante chez les Contrdleurs, pourrait étre a I’origine de
l'expression limitée de CCRS dans les cellules T CD4+ spécifiques des Controleurs, limitant
le phénomene de fusion virale. Nous avons en effet observé que les transcrits de CCRS sont

moins abondants dans les cellules T CD4+ spécifiques des Contrdleurs comparées a celles des
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patients traités. Cette hypotheése sera a confirmer par une analyse du mécanisme possible

menant a l'internalisation ou a la dégradation de CCRS.

La population cTth semble aussi étre concernée par l'expression réduite de CCRS, méme si
ces résultats doivent étre confirmés du fait du faible nombre de cellules CXCR5+ dans
I’analyse en cellule unique. La population cTth montre en effet une tendance a la méme
hiérarchie d’expression de CCRS5 dépendante des statuts « Tet » et « groupes de patients » (Cf
Annexe 3A). Les cTth sont préférentiellement enrichies dans la population CM, population
ou I’expression de CCRS correle trés bien avec la susceptibilité a la fusion. Ainsi, nous

pouvons nous attendre a observer la méme hiérarchie de susceptibilité a la fusion virale.

Nous savons que les Tth des CG sont 1’'un des réservoirs viraux majeurs dans ’infection a
VIH (430, 431, 519, 524), notamment car les CG sont des sanctuaires, peu accessibles aux
cellules T CD8+ (409) (530). Une récente étude a montré que les cellules Tth des CG
n’expriment pas CCRS. L’analyse génétique des génomes viraux intégrés dans les Tfh a
pourtant montré que les virus par lesquels ces cellules ont ét¢ infectées ne montrent pas de
mutations particuliéres, et sont capables d’utiliser le corécepteur CCRS5 pour infecter les
cellules T CD4+. Les auteurs suggerent que le SIV et le VIH infectent les précurseurs des Tth
qui expriment CCRS, puis qui se différencient lors de la migration dans les CG et perdent
alors 1'expression de CCRS5 (519). On peut supposer que les cTth spécifiques, exprimant
fortement CCRS, pourraient étre une source de ces cellules hautement infectables capables de
migrer dans les CG chez les patients traités. Cela pourrait également étre le cas chez les
Contrdleurs, car les RhM Contrdleurs du SIV montrent des réservoirs viraux dans le
compartiment Tth, indiquant que l'infection est imparfaitement contrdlée dans les organes

lymphoides (522).

Chez les Contrdleurs, la faible expression de CCRS5 dans les cellules CM et la tendance a la
baisse de ce récepteur dans les cTth spécifiques de Gag293 pourrait donc expliquer la
susceptibilit¢ limitée a I’infection de ces cellules, et par conséquence le maintien de ces T

CD4+ essentielles pour stimuler I’'immunité antivirale a médiation cellulaire et humorale.
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D. Expression limitée de CCR5 dans I'ensemble de la population T CD4+ des
Controéleurs

Chez les Contrdleurs, les cellules T CD4+ totales sont aussi moins susceptibles a 1’entrée
virale, du fait d'une expression de CCRS5 intrinséquement faible chez ces patients. Nous
observons aussi une expression faible de CCRS5 dans la population cTth totale chez les
Controleurs, suggérant aussi une susceptibilité¢ a I’infection limitée de cette population. De
nombreuses études montrent un lien clair entre CCRS et la protection ou une progression lente
de la maladie. CCRS5 pourrait donc étre un élément clef dans le contrdle spontané de
I’infection a VIH. La faible expression intrinseque de CCRS5 dans la population T CD4+ totale
pourrait donc aussi expliquer le différentiel important de CCRS5 observé dans les cellules
spécifiques entre les deux groupes de patients. Les différences seraient de plus amplifiées

dans le compartiment spécifique du fait de son état d’activation.

Il est trés intéressant de voir qu’un des patients Controleurs étudiés, qui est inclus dans les
deux études, montre un niveau trés faible de CCRS, une fusion quasi-nulle dans les
populations T CD4+ totale ou spécifique, une proportion de cellules T CD4+ spécifiques pour
Gag293 faible (0,006%) par rapport aux autres Contrdoleurs (médiane = 0,02%), ainsi qu’une
production d’anticorps anti-gp120 nulle. Ces observations suggerent un trés faible apport de
la réponse immunitaire T CD4+ dans le controle de 1'infection chez ce patient, mais plutdt un
contrble médié par une résistance des T CD4+ cibles a I’infection. Il sera donc intéressant
d’étudier le récepteur CCRS de ce patient au niveau génétique, pour savoir si celui-ci présente

une ou des mutations conférant un défaut fonctionnel et/ou d’expression.

E. Les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293 de Controleurs de VIH expriment des
TCR de forte affinité.

Notre laboratoire a montré que les Controleurs du VIH portent une population de cellules T
CD4+ de forte avidité, c'est a dire capables de répondre a une quantité minimale de peptides
Gag293 (623). Dans une étude récente a laquelle j’ai participé (cf Annexe 1 : Public T cell

1°® auteurs: Daniela

receptors confer high-avidity CD4 responses to HIV controllers,
Benati, Moran Galperin), nous avons recherché les déterminants moléculaires qui sous-
tendent cette réponse, en caractérisant le répertoire TCR des cellules T CD4+ spécifiques pour

I’épitope immunodominant Gag293. Les Contrdleurs du VIH possédent un répertoire TCR
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hautement biaisé, caractérisé par une expression préférentielle des chaines TCR Va24 et Vb2,
la présence de motifs conservés au sein des régions CDR3 de ces deux chaines, et une
prévalence ¢levée de clonotypes publics (n=18 pour chaque chaine de TCR), i.e. des
séquences TCRa ou TCRD identiques partagées entre plusieurs patients. Les clonotypes
publics les plus représentés chez les Controleurs ont été capables de générer des TCR
fonctionnels ayant des affinités de 1’ordre du micromolaire pour le complexe peptide / CMH-
II, ce qui est dans la gamme, la plus haute des affinités publiées pour les TCR restreints par le
CMH-II. Ces TCR confeérent une réponse spécifique a Gag293 trés sensible et
polyfonctionnelle aux cellules T CD4+ primaires (658). La polyfonctionalité, typique des
cellules T CD4+ des Contrdleurs, serait donc due a la fois a un état d’épuisement limité et a

I’expression de TCR de forte affinité.

Nous avons récemment étudié les répertoires des TCR spécifiques de Gag293 chez des
individus vaccinés avec un candidat vaccin ADN (données non montrées). Nous avons
montré que certains des clonotypes publics AV24 et BV2 préférentiellement exprimés chez
les Controleurs étaient retrouvés dans la population des individus vaccinés, certes a des taux
inférieurs par rapport aux patients Controleurs, mais a des taux plus importants que chez les
patients traités. Par analyse des répertoires TCR de donneurs sains disponibles dans la
littérature (682), nous avons aussi pu montrer que les clonotypes publics associés a la chaine
AV24 ont une fréquence de précurseurs élevée, ce qui pourrait expliquer leur amplification
fréquente chez les Contrdleurs. L’ensemble de ces résultats suggere que les clonotypes
publics enrichis chez les Controleurs ne sont pas uniques a ce groupe, mais qu'ils peuvent
aussi étre induits dans une certaine mesure chez des donneurs sains recevant un vaccin. Par
contre, leur fréquence diminuée chez les patients traités suggere que ces clonotypes public ont

¢été perdus, ou n'ont jamais ét¢ induits au cours de l'infection.

Alors que I’on retrouve les clonotypes publics spécifiques de Gag293 dans la population
générale, le taux faible de ces clonotypes chez les patients traités pourrait étre le reflet d’une
perte préférentielle de ces derniers au cours de l’infection. Nous avons montré que les
clonotypes publics les plus prévalents chez les Contrdleurs confeérent une réponse spécifique a
Gag293 tres sensible et polyfonctionnelle, ces caractéristiques étant dépendantes de 1’affinité
du TCR. 11 est possible que ces clonotypes de forte affinité soient plus susceptibles a
I’épuisement dans des conditions de forte antigénémie et/ou de forte inflammation. En effet,

la forte affinité pour le complexe CMH-II / peptide méne a une forte stimulation par le TCR,

225



ce qui, dans un contexte chronique, favorise 1’expression de PD-1 (683) et augmente donc la

susceptibilité a I’épuisement et a 1'apoptose.

De plus, les cellules T CD4+ de forte affinité pourraient étre préférentiellement détruites par
le VIH. Une cellules T CD4+ naive spécifique qui rencontrent un Ag du VIH interagit avec
une DC ayant capturé le virus, et donc ayant un risque élevé d'étre elle-méme infectée. La
cellule T CD4+ a alors un fort risque de s'infecter a son tour via la synapse immunologique
formée avec la DC. Une dois la cellule T CD4+ spécifique activée par les signaux dépendants
du TCR, le VIH pourra se répliquer a un niveau élevé et rapidement détruire cette cellule
(517). Une forte affinit¢ du TCR pour le complexe peptide / CMH-II va potentialiser la
formation de synapses (684) entre les cellules T CD4+ portant ces clonotypes et les DC
infectées, ce qui pourrait induire une infection et une déplétion préférentielle de ces cellules
durant la phase de primo-infection. Nous avons montré que les cellules T CD4+ spécifiques
de Gag293 chez les patients traités expriment plus fortement CCRS par comparaison aux
patients Controleurs, et il est possible que les cellules ayant une affinit¢ du TCR plus
importante montrent une activation plus ¢élevé et donc expriment le corécepteur CCRS a des
niveaux encore plus importants. Ce mécanisme pourrait accélérer la déplétion des cellules T

CD4+ spécifiques de forte affinité chez les patients exprimant fortement CCRS.

Il est donc possible que les cellules T CD4+ portant les clonotypes de forte affinité soient
rapidement perdues dans les cas d'infection progressive, ce qui expliquerait les différences
fonctionnelles telles que la perte de la polyfonctionnalité et des réponses prolifératives

rapportées dans la littérature.

F. Maintien de cellules cytotoxiques de haute affinité chez les Controleurs

Nous avons poursuivi 1'étude des fonctions des TCR de forte affinité provenant de
Contrdleurs. Récemment, nous avons montré qu’en plus de conférer une haute sensibilité a
I'Ag et une polyfonctionnalité de type Thl, ces TCR conféraient également un fort pouvoir
cytotoxique permettant 1’élimination de DC infectées (Manuscrit en préparation, 1° auteur :
Moran Galperin). Ces données sont compatibles avec nos observations sur les cellules T
CD4+ spécifiques de Controleurs analysées ex vivo, démontrant 1'expression coordonnée d'un

groupe de geénes associés au phénotype cytotoxique. Il est donc probable que les cellules T
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CD4+ de haute affinité montrent in vivo une cytotoxicité accrue permettant 1’élimination des
APC infectées. Il reste a déterminer si le signal fort médié par ces TCR de haute affinité est

suffisant pour induire une différenciation en cellules T CD4+ cytotoxiques.

G. Les Tfh spécifiques de Gag293 produisant de I'lL-21 expriment des chaines TCR
particulieres

L’analyse des populations cTth spécifiques de Gag293 en cellule unique sur la base de
I’expression de CXCRS n’a pas montré de fortes différences entre les patients Controleurs et
les patients traités, une limitation possible étant le nombre de cellules restreint de cellules
cTth analysées. Cependant, il a récemment été proposé que les cellules T CD4+ produisant de
I’IL-21 pourraient représenter une population fonctionnellement proche des Tth. De maniere
intéressante, chez les patients Contrdleurs, les cellules spécifiques de Gag293 exprimant de
I’IL-21 montrent un répertoire TCR particulier, presque toutes ces cellules exprimant BV2
mais pas AV24 (Cf Annexe 3B). La population spécifique IL-21+ se distinguent donc des
autres cellules T CD4+ spécifiques de Gag293, qui co-expriment fréquemment AV24 et BV2.
Nous avons montré que 1’appariement d'AV24 et BV2 produit des affinités remarquablement
fortes, alors que I’appariement avec d’autres chaines induisait des TCR moins affins et moins
fonctionnels (données non montrées). On peut donc penser que 1’appariement, de la chaine
beta BV2 avec une autre chaine alpha, dans les cellules Tth spécifiques de Gag293, va
promouvoir des TCR d’affinité restreinte ou tout du moins d’affinité¢ différente pour ce
peptide. 11 est intéressant de noter qu'il existe un débat sur le role de ’affinité du TCR dans la
différenciation helper des T CD4+, certains auteur proposant que les Thl nécessitent une
affinité plus élevée que les Tth (685) (82). Il sera donc intéressant d’étudier en détail 1’affinité
du TCR des cellules spécifiques produisant de I’'TL-21.

H. Perspectives

Pour I’é¢tude de CCRS5, comme mentionné plus haut, nous voulons réaliser des infections pour
valider les résultats obtenus avec les analyses d’entrée virale. Nous voulons également
confirmer les observations obtenues sur les cellules T CD4+ totales en augmentant le nombre
de patients étudiés, et en intégrant un groupe de donneurs sains qui n’ont pas subi 1’activation
chronique due a ’infection par le VIH. Nous utiliserons une série d'anticorps anti-CCRS pour
déterminer si les cellules des contrdleurs et des patients traités expriment différentes

conformations du récepteur CCRS. Enfin nous projetons d'étudier extensivement les cellules
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T CD4+ du Controleur du VIH présentant une fusion virale quasiment nulle et une réponse T

CD4+ spécifique faible.

Afin de répondre aux interrogations concernant le lien entre le phénotype et les clonotypes
exprimés par les cellules T CD4+ spécifiques de Gag293, nous avons commencé a analyser
le transcriptome de cellules uniques, ceci par séquengage a haut débit. Les premicres
expériences ont permis, par une reconstruction bioinformatique des chaines variables des
TCR, d’obtenir chez un patient Contréleur I’appariement physiologique d'une série de chaines
TCR a et B issues de cellules uniques. Nous avons notamment retrouvé les clonotypes publics
les plus prévalents, ce qui a validé l'approche proposée (données non montrées). Nous
projetons d’évaluer en paralléle I’expression quantitative de tous les autres génes. L’objectif
sera de lier le clonotype des cellules spécifiques pour Gag293 a leur profil d'expression

génique. Grace a cette approche, nous devrions pouvoir répondre a de multiples questions :

Est-ce que les rares cellules T CD4+ portant des clonotypes publics chez les patients traités
montrent un état plus particulierement épuisé ? Est-ce que ces cellules sont préferentiellement
infectées ? Dans quel programme de différenciation sont engagées les cellules portant les
clonotypes publics chez les Controleurs? Quel est le répertoire TCR des cellules spécifiques
de Controleurs exprimant 1’/L21 ? Nous chercherons ensuite a cloner et exprimer les TCR
d'intérét pour évaluer leur affinité. Nous pourrons alors déterminer si les cellules spécifiques
exprimant 1’/L2] expriment des TCR d’affinité¢ différente, et plus généralement évaluer

I’impact de 1’affinité du TCR dans la différenciation en cellules helpers Thl ou Tth.

Enfin, nous chercherons a étudier la fonction des TCR clonés dans un contexte de cellule Tth.
Nous avons pour cela entrepris de différencier des Tth in vitro en utilisant les conditions
développées par N. Schmitt et al. (90) (données non montrées) Nous chercherons ensuite a
transduire des Tth différenciées in vitro avec différents TCR, et a tester fonctionnellement
l'aide apportée aux cellules B. Nous pourrons ainsi ¢évaluer la fonction d'aide aux cellules B
conférée par des TCR provenant de cellules IL-21+, et corréler cette fonction avec le niveau
d’affinit¢ du TCR. Enfin, nous chercherons a comprendre le principe de [Daide
intrastructurale, c’est & dire la capacité des cTth exprimant un TCR spécifique de Gag a aider
des cellules B mémoires spécifiques de Env. L'ensemble de ces approches permettra une

¢tude mécanistique des déterminants de la fonction Tth.
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Public T cell receptors confer high-avidity CD4
responses to HIV controllers
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The rare patients who are able to spontaneously control HIV replication in the absence of therapy show signs of a particularly
efficient cellularimmune response. To identify the molecular determinants that underlie this response, we characterized

the T cell receptor (TCR) repertoire directed at Gag293, the most immunoprevalent CD4 epitope in the HIV-1 capsid. HIV
controllers from the ANRS CODEX cohort showed a highly skewed TCR repertoire that was characterized by a predominance of
TRAV24 and TRBV2 variable genes, shared CDR3 motifs, and a high frequency of public clonotypes. The most prevalent public
clonotypes generated TCRs with affinities at the higher end of values reported for naturally occurring TCRs. The high-affinity
Gag293-specific TCRs were cross-restricted by up to 5 distinct HLA-DR alleles, accounting for the expression of these TCRs in
HIV controllers of diverse genetic backgrounds. Transfer of these TCRs to healthy donor CD4* T cells conferred high antigen
sensitivity and polyfunctionality, thus recapitulating key features of the controller CD4 response. Transfer of a high-affinity
Gag293-specific TCR also redirected CD8* T cells to target HIV-1 capsid via nonconventional MHC Il restriction. Together, these
findings indicate that TCR clonotypes with superior functions are associated with HIV control. Amplification or transfer of

Introduction

HIV relentlessly destroys CD4" T cells in the course of infec-
tion and causes functional impairment in the remaining CD4*
T cell population. This leads to the progressive loss of adaptive
responses to opportunistic pathogens and ultimately to the col-
lapse of the immune system characteristic of AIDS. Chronic
immune activation is thought to drive dysfunction of the remain-
ing CD4* T cell population, with both persistent viral antigenic
stimulation and microbial translocation conspiring to exhaust
T cell responses (1). Another parameter contributing to the loss
of helper function may be the poor quality of CD4* T cells that
escape depletion. Early studies of the repertoire of T cell recep-
tors (TCRs) documented a general loss of CD4* T cell diversity
in HIV-infected patients (2, 3), while further studies highlighted
a preferential depletion of HIV-specific CD4" T cells (4-6), sug-
gesting that the HIV-specific repertoire was especially prone to
diversity contraction. To date, the HIV-specific CD4 repertoire
remains mostly uncharacterized at the molecular level, even
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such clonotypes may contribute to immunotherapeutic approaches aiming at a functional HIV cure.

though this information would be critical to define the potential
for immune reconstitution in treated patients.

Rare cases of spontaneously controlled HIV-1 infection pro-
vide a unique opportunity to study the molecular characteris-
tics of a fully functional CD4" T cell response directed at HIV.
Patients who maintain an undetectable viral load in standard
assays (<50 copies of HIV-1 RNA/ml) represent fewer than 0.5%
of seropositive individuals but have a remarkably low risk of pro-
gressing to AIDS (7). These rare patients, called HIV controllers,
or alternatively elite controllers, show signs of particularly effi-
cient cellular responses that actively control the infected cell pop-
ulation (8). Controller CD8" T cells have the capacity to potently
inhibit HIV replication when added to cultures of infected autolo-
gous CD4" T cells and are thought to play a key role in HIV control
(9, 10). Recent evidence suggest that particular TCR clonotypes
expressed by controller CD8* T cells are responsible for their effi-
cient cytotoxic responses, while HLA-matched non-controller
patients show clonotypes of lower efficacy (11-13). In addition,
clonotypes from controllers are able to maintain cross-recogni-
tion of dominant epitope variants, thus preventing the emergence
of viral escape mutants (11, 12, 14).

The role of the CD4 response in HIV control remains less
completely understood. Controllers maintain a population of
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HIV-specific central memory (CM) CD4" T cells endowed with a
strong proliferative capacity, which has been linked to autocrine
IL-2 production and the upregulation of antiapoptotic molecules
(15-18). However, the presence of long-lived CM cells does not
appear sufficient to ensure HIV control, as patients treated early
in the course of primary HIV infection also maintain specific
CM CD4* T cells with strong proliferative capacity, but in most
cases fail to control HIV replication upon treatment interruption
(19). Multiple lines of evidence indicate that the antiviral CD4
response in controllers is qualitatively different from that in effi-
ciently treated patients, and is not just a consequence of a very
low viremia. In particular, controller CD4* T cells preferentially
target Gag rather than Env epitopes, suggesting differences in
the repertoire of specific CD4* T cells (20). Controller CD4* T
cells are also more polyfunctional, as indicated by the capacity to
produce multiple cytokines and chemokines simultaneously (21).
A key difference lies in the persistence of specific CD4* T cells
with an effector differentiation status, even though the amount
of HIV antigens available to drive these responses is minimal. We
reported that Gag-specific CD4* T cells in controllers maintain
a Th1 effector profile with IFN-y production and degranulation
capacity, while such effectors disappear in patients treated in the
long term (22). Controller CD4* T cells express low levels of nega-
tive costimulatory molecules such as CTLA-4 and PD-1, compat-
ible with preserved effector functions (23, 24). Taken together,
these findings suggest that Thl effectors escape depletion and
retain optimal functions to sustain the antiviral response in con-
trolled HIV infection.

An explanation for the remarkable properties of HIV-specific
CD4 responses in controllers may lie in the nature of the TCRs
that mediate these responses. We previously identified a popula-
tion of CD4* T cells with a high antigen sensitivity to immuno-
prevalent Gag peptides in HIV controllers, while this population
was absent in treated patients (25). The sensitive detection of
Gag antigens depended on intrinsic differences in the set of TCRs
expressed by controller CD4* T cells, as indicated by a high TCR
avidity measured in MHC II tetramer dilution assays. High TCR
avidity is a hallmark of viral control in several models of chronic
viral infections (26) and has been associated with antiviral effi-
cacy in HIV-specific CD8" T cells (10, 13, 27). In contrast, there
are limited data available on the impact of TCR avidity on human
CD4" T cell antiviral responses. We reasoned that the presence
of high-avidity TCRs may explain why controllers maintained
HIV-specific CD4" T cells with an effector differentiation sta-
tus in spite of their very low viremia, and we set to characterize
these TCRs at the molecular and functional level. The study was
focused on TCRs specific for the most immunoprevalent CD4
epitope in Gag, located at position 293-312 in the capsid major
homology region (MHR). This epitope, designated Gag293, is
exceptionally immunoprevalent, as it induces an IFN-y ELISPOT
response in close to half of HIV-1-infected patients irrespective
of genetic background (20, 28) and gives a greater than 70%
response rate in controllers of the Agence nationale de recherches
sur le SIDA et les hépatites virales (ANRS) CO21 CODEX cohort
(25). We could thus compare the repertoire of Gag293-specific
clonotypes in patients of varied HLA backgrounds who controlled
HIV infection either naturally or through antiretroviral therapy.
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Results

We set out to compare Gag293-specific CD4 responses in HIV
controllers and efficiently treated patients, two groups character-
ized by long-term viral control. The clinical and immunological
characteristics of the studied patients are reported in Table 1. A
stringent definition of HIV control was applied, based on an unde-
tectable viral load in standard assays (<50 copies HIV-1 RNA/
ml) for more than 5 years. The duration of control was actually
longer, as patients included in the controller group (HIC group,
n=14) had been infected for a median duration of 19.6 years. They
were compared with HIV-1-infected patients who had received
long-term antiretroviral therapy (HAART group, n = 15), with an
undetectable viral load for at least 5 years and a median duration
of treatment of 11.9 years. Thus, both groups were characterized
by long-term viral suppression, which ensured that potential dif-
ferences in CD4 responses were not primarily determined by lev-
els of residual HIV viremia.

High antigen sensitivity of Gag293-specific CD4 responses in
HIV controllers. TCR repertoire studies of specific CD4* T cells
have remained scarce in humans due to the limited clonal ampli-
fication of CD4" T cells as compared with CD8* T cells, and to
the generally lower affinity of TCRs expressed by CD4" T cells,
which limits MHC II tetramer detection (29). In the case of HIV
infection, these factors are compounded by the general decrease
in the CD4* T cell population and the preferential depletion of
HIV-specific CD4" T cells (5, 6). To address these issues, we
devised a system of short-term primary CD4" T cell line cultures
that allowed the amplification of MHC II tetramer-positive cells
prior to sorting. Using this system, we previously reported the
presence Gag293-specific CD4* T cells with high antigen sensi-
tivity and high MHC II tetramer binding capacity in controllers,
while such cells were absent in treated patients (25). To extend
these results, we generated primary CD4* T cell lines by stimula-
tion with decreasing doses of Gag293 peptide. The specificity of
CD4" T cell lines was evaluated at equivalent growth stages (dou-
bling time), by restimulation with Gag293 and analysis by IFN-y
ELISPOT assay. As reported in Table 1, viable Gag293-specific cell
lines were obtained for all patients of the HIC and HAART groups
when initially stimulated with the highest peptide dose of 10~ M.
However, a marked difference was observed for cell lines gener-
ated at 107 M peptide, with only 8 of 15 treated patients respond-
ing versus all of the 14 controllers (P = 0.006). The difference was
also marked at the 10 M peptide dose (P = 0.005). Moreover,
two of the controllers, but none of the treated patients, responded
at the 10™ M peptide dose. These experiments established that
Gag293-specific CD4" T cells had a higher antigen sensitivity in
the controller group, as indicated by the capacity to proliferate and
differentiate into IFN-y-secreting effectors upon stimulation with
minimal peptide doses.

Biased TRAV and TRBV gene usage in Gag293-specific CD4*
T cells. To characterize the Gag93-specific TCR repertoire, we first
genotyped patients for the HLA-DRBI gene. Eight controllers and
8 treated patients who shared at least 1 of 4 HLA-DR alleles (DRI,
DRI11, DRI15, or DRB5) were included in the TCR study (Supplemen-
tal Table 1; supplemental material available online with this article;
doi:10.1172/]JCI83792DS1). The frequencies of these 4 alleles did
not differ significantly between the HIC and the HAART groups
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Table 1. Clinical and immunological characteristics of patients

Clinical parameters* HIV controllers Treated patients

(HIC, n=14) (HAART, n = 15)

Age, yr 50 [34-61] 48 [39-56]
Duration of HIV-1infection, yr 19.6[9.8-26.0] 11.9[6.8-25.3]
Duration of antiretroviral treatment, yr N/A 1.1[5.6-19.3]
Virus load, HIV-1RNA copies/ml plasma <50 <50
(D4*T cells/mm? 875 [648-1,400] 570 [266-1,534]
Nadir of CD4* T cells/mm? N/A 216 [21-589]
Frequency of Gag293-specific CD4* T cell
lines generated at different peptide doses*

Gag293 dose: 10°M 1414 15/15

Gag293 dose: 107 M 14/14 8/15

(Gag293 dose: 10°M 8/14 1/15

Gag293 dose: 10" M 2/14 0/15

AMedian values and ranges are reported. 8P values were estimated with the Mann-Whitney U
test. “Frequency of viable cell lines that achieved doubling of input cells and gave a specific
response by IFN-y ELISPOT assay. "Differences in frequencies were evaluated with Fisher’s

exact test. NS, not significant (P > 0.05); N/A: not applicable.

ily also appeared amplified at high levels in some of
the treated patient samples (median, 28%), with a
difference between the HIC and HAART groups
that did not reach significance (P = 0.13; Figure
NGE 1C). In comparison, T cells from healthy donors
0.015° expressed TRBV2 at low levels (3.7% * 1.0%; data

- not shown). CDR3 length distribution appeared
NS? more variable for the TRBV2 than the TRAV24

Pvalue

0.008° chain (Figure 1E), though a trend toward a predomi-
- nant CDR3 of 13 aa was apparent in controllers’ Tet*
cells. Taken together, these data provide evidence

NS® for a highly skewed Gag293-specific TCR reper-
0.006° toire characterized by the preferential usage of the
0.005° TRAV24 and TRBV2 variable gene segments. The

NS fact that the bias is more marked in Gag293-specific
cells from controllers than treated patients suggests
a contribution of the TRAV24 and TRBV2 variable
regions to the high-avidity recognition of Gag293.
High clonotypic diversity of Gag293-specific cells
in controllers. Clonotypic repertoire analysis was

(P=0.05byFisher’sexacttest). CD4* T celllines from these patients
were labeled with HLA-DR-matched Gag293-loaded tetramers
and evaluated for the proportion of Tet* cells in the CD4*CD8"
T cell population (Figure 1A). Samples labeled with matched
tetramers loaded with an irrelevant peptide (CLIP or Annexin II)
were used as negative controls. The purity of the Tet* population
was controlled after sorting, as shown in representative examples
(Figure 1A, right). TCR diversity of the sorted cells was evaluated
through CDR3 length polymorphism analysis, using the immuno-
scope technique (30, 31). TCRa variable gene (TRAV) expression in
controller Tet* cells proved highly skewed, with a median of 44% of
Gag293-specific cells expressing the TRAV24 gene family (Figure
1B), while this family was amplified at lower levels in specific cells
of treated patients (median, 13%; P = 0.037). In comparison, the
TRAV24 family represented 1% + 0.2% of T cells in a control group
of 7 healthy donors (data not shown). Analysis of CDR3 length dis-
tribution showed a Gaussian pattern for control peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs), as expected (Figure 1D). In contrast,
Gag293-specific cells appeared oligoclonal, with a dominant peak
corresponding to a CDR3 of 10 aa, according to the numbering
scheme of the International ImMunoGeneTics Information Sys-
tem (IMGT) (32). This peak was more prominent in cell lines from
controllers than those from treated patients, suggesting a stronger
TCR bias in controlled HIV infection.

Analysis of TCRp variable gene (TRBV) distribution also
revealed a major bias in Gag293-specific cells, with a marked pre-
dominance of the TRBV2 family, expressed at a median value of
82% in the controller group (Figure 1C). TRBV2 was amplified in
Tet* cells of 7 of 8 controllers in the present study, while this ampli-
fication was seen in only 1 of 4 controllers in a first study, where
we tested Gag293-specific TCR profiles with a panel of VB-specific
antibodies (25). The lower frequency of TRBV2 (previously desig-
nated VB22) amplification detected in the initial study may have
resulted from suboptimal Vf antibody binding due to competition
with the MHC II tetramer for binding to the TCR. The TRBV2 fam-

287

carried out for the two variable gene families ampli-

fied in Gag293-specific cells, TRAV24 and TRBV2.
PCR products corresponding to these two families were cloned,
sequenced, and analyzed with IMGT tools (32). A minimum of
50 productive CDR3 sequences were analyzed for each sample
(a full list of CDR3 sequences is provided in Supplemental Tables
2 and 3). Productive TRAV24 sequences (HIC: n = 584; HAART:
n = 496) were evaluated for diversity by counting the distinct
clonotypes, i.e., the number of unique CDR3 aa sequences, pres-
ent in each patient sample. The normalized number of clonotypes
proved significantly higher in the HIC than the HAART group
(P = 0.0011; Figure 2A). Similarly, analysis of TRBV2 sequences
(HIC: n = 716; HAART: n = 566) showed higher clonotypic diver-
sity in HIC samples (P = 0.0047; Figure 2A). Of note, the number
of TRBV2 clonotypes per 100 sequences was remarkably high in
the HIC group (median, 36), indicating the presence of a diverse
TCR repertoire in spite of the pronounced bias for TRBV2. Com-
putation of Simpson’s diversity index confirmed a trend for higher
clonotypic diversity in the HIC group, which reached significance
for TRAV24 but not TRBV2 sequences (Figure 2B). The number
of mutations needed to generate the observed CDR3 sequences
from their germline counterparts was also significantly higher in
the HIC group, for both the TRAV24 and TRBV2 datasets (Supple-
mental Figure 4, A and B). Thus, both the number of clonotypes
and the number of CDR3 insertions and deletions were consistent
with the persistence of a more diverse Gag293-specific repertoire
in controlled HIV infection.

Biased J and D gene usage in Gag293-specific TCRs from control-
lers. The Gag293-specific CDR3 sequence dataset was analyzed
for the distribution of junction (J) and diversity (D) gene segments.
TRAJ gene usage was restricted, with 15 and 11 distinct TRAJ genes
detected in TRAV24 sequences for the HIC and HAART groups,
respectively, of 61 TRAJ genes reported in the IMGT database
(Figure 2C). The TRAJI7 gene predominated in the HIC group
(48%), while the next most abundant genes, TRAJ39 and TRAJ32,
were present at 16% and 12%, respectively. TRAJ gene usage in the
HAART group appeared more evenly distributed among TRAJ17
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Figure 1. Inmunoscope analysis of Gag293-specific CD4* T cells. (A) Sorting of Gag293-specific CD4* T cells with HLA-DR tetramers. Examples of primary
CD4* T cell lines labeled with DRB5S and DR1 tetramers. The percentage of Tet* cells in the total CD4* T cell population (middle plots) and in the sorted Tet*
population (right plots) is reported in red. Samples labeled with tetramers loaded with an irrelevant peptide (CLIP or Annexin Il [AnnlI]) were used as neg-
ative controls (left plots). (B and C) The percentages of Tet* cells expressing the TRAV24 (B) or TRBV2 family (C) were determined by gPCR in the HIC and

the HAART groups and compared by using the Mann-Whitney U test. (D and E) CDR3 length profiles for the TRAV24 (D) and TRBV2 families (E) are shown
for each patient analyzed. Healthy donor PBMCs were used as controls (bottom left). The percentage of the TRAV24 or TRBV2 family in the total TRAV or
TRBV PCR product is reported in red. (B-E) HIC group: n = 8; HAART group: n = 8.
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Figure 2. Clonotypic diversity of Gag293-specific TCRs. (A) The number of unique CDR3 amino acid sequences (clonotype AA) obtained per 100 TRAV24 or
TRBV2 nucleotide sequences (seq.) was compared in the HIC and HAART groups with the Mann-Whitney U test. (B) Simpson’s diversity indexes computed
for TRAV24 (left) and TRBV?2 (right) clonotypes AA obtained in each patient were compared in the HIC and HAART groups with the Mann-Whitney U test.
(C-E) Frequencies of TRAJ genes (C), TRBJ genes (D), and TRBD genes (E) in Gag293-specific TRA or TRB sequences. Frequencies are reported for the HIC
and HAART groups (red and dark blue bars, respectively). Number of sequences analyzed: HIC TRAJ: n = 584; HAART TRAJ: n = 496; HIC TRBJ and TRBD:

n =716; HAART TRBJ and TRBD: n = 566.

(29%), TRAJ39 (21%), and TRAJ38 (13%). Analysis of the TRBJ dis-
tribution in TRBV2 sequences showed again a more biased reper-
toire in the HIC group, with a predominant TRBJ2-1 gene present
in 43% of sequences, while the most abundant TRBJ gene in the
HAART group, TRBJI-2, represented only 22% of sequences (Fig-
ure 2D). Of note, TRBJI-2 was only minimally represented in HIC
sequences (4%), emphasizing differences between the HIC and
HAART Gag293-specific repertoires. In addition, the TRBD2 gene
segmentwas more prevalentin HIC sequences, while the two TRBD
genes were equally represented in HAART sequences (Figure 2E).
CDR3 lengths in the HIC group showed a marked peak at 10 and 13
aa for the TRAV24 and TRBV2 sequence sets, respectively, while
CDR3 lengths were more evenly distributed in the HAART group
(Supplemental Figure 4, C and D). These analyses indicated that
Gag293-specific CDR3 sequences from controllers were biased in
genetic composition, with a predominant use of TRAJ17, TRBJ2-1,
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and TRBD2, as well as narrowly distributed CDR3 lengths; in con-
trast sequences from treated patients appeared more heteroge-
neous. Thus, controller TCRs showed restricted V(D)] gene usage,
indicative of a repertoire shaped under strong selective pressure,
while maintaining a high clonotypic diversity.

High prevalence of public motifs in Gag293-specific TCRs from
controllers. Given the observed biases in V(D)] gene usage, we
next evaluated whether Gag293-specific CDR3 sequences shared
common aa motifs. The MEME motif discovery software (http://
meme-suite.org/) was used in discriminative mode to iden-
tify motifs enriched in HIC as compared with HAART TRAV24
sequences. This approach revealed a highly prevalent but com-
plex motif shared by 81% of HIC CDR3 sequences (Figure 3A).
Comparison of the predominant motif in the HIC and HAART
datasets highlighted that sequence differences mostly concen-
trated in the N-terminal part of the CDR3 (Supplemental Fig-

2097

jci.org  Volume126  Number6  June 2016


mathieu
Texte tapé à la machine
289


2098

Downloaded from http://www.jci.org on July 28, 2017. https://doi.org/10.1172/JC183792

RESEARCH ARTICLE

A TRAV24 motif B
Cc TRAV24 D
151 P =0.030
B B
@ ® @
o ° (=}
g o 104 3
c @ c
o o
c8 . ]
2 5 " 2
= ®e L 5
o ° g o
3 T “
HIC HAART
E TRAV24 F
o 20 o
= P=0.010 R=ar
T o o, T o
Q2> 15 Q=
9 (= e® D o
58 g5
Q= ;5 D =
n O 104 7 ]
228 ® oL
T35S . o 5
=5 A B 3
3 e 5 ° Egm 2 a
S8 ° L] SS
= 0 T i P
HIC HAART

The Journal of Clinical Investigation

TRBV2 motif

100 seq.

TRBV2
101
P =0.006
81 °
[ ]
6 ]
4 | | .
[ ]
24 [ e
| ]
HIC HAART
5. TRBV2
P =0.009
[ ]
104
[ ] ® -
5] — s .
[
e |
0 T L 2 2 5 & s
HIC HAART

Figure 3. Quantification of public motifs and clonotypes in the Gag293-specific TCR repertoire. (A and B) The MEME motif discovery program was used
to identify aa motifs enriched in controller TRAV24 sequences (A) and TRBV2 sequences (B) compared with corresponding sequences in treated patients.
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proportional to its frequency in the HIC dataset, while the total height of aa symbols indicates the information content of the position in bits. (C and D)
Frequency of public clonotypes (clono.) per 100 TRAV24 sequences (C) or per 100 TRBV2 sequences (D) for each of the 8 controllers (HIC) and 8 treated
patients (HAART) studied. (E and F) Frequency of nucleotide sequences coding for a public clonotype per 100 TRAV24 sequences (E) and per 100 TRBV2
sequences (F). (C-F) Significant differences (P < 0.05) obtained by using the Mann-Whitney U test are reported.

ure 5A). More detailed analyses identified two simpler motifs of
10 and 11 aa that were significantly more prevalent in HIC than
HAART CDR3 sequences (Table 2). CDR3a motif AV24-1 ([A/S]
x[K/RJAAGNKLT; with x denoting any aa) encompassed the
highly conserved AGNKLT sequence derived from the TRAj17
gene, while motif AV24-2 (AXYGGATNKLI) contained a related
ATNKLI sequence derived from the TRAJ32 gene. Taken together,
these two motifs were found in 49% of HIC versus 29% of HAART
TRAV24 sequences (P < 0.0001).

MEME analysis of TRBV2 sequences in discriminative mode
identified a complex motif with interspersed highly conserved
positions in 79% of HIC sequences (Figure 3B). A predominant
motif was apparent in HIC TRBV2 sequences, while HAART
TRBV2 sequences appeared too diverse for motif identification
(Supplemental Figure 5B). Further analyses of HIC sequences
revealed the overlap of two simpler motifs of 13 and 14 aa, respec-
tively (Table 2). CDR3B motifs BV2-1 (ASSx[R/G/L][T/Al[S/G]
Gxx[E/T]QJF/Y]) and BV2-2 (ASSx[R/G/L][T/AlSGGxx[E/T]
QJF/Y]) were highly similar and differed only by the presence of
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an additional G in the latter. Taken together, these two motifs were
found in 50% of HIC versus 10% of HAART TRBV2 sequences
(P < 0.0001), indicating a predominance of conserved CDR3 res-
idues in HIC clonotypes. This bias suggested a requirement of
particular CDR3 residues for efficient recognition of the Gag293-
MHC II complex. It was noteworthy that half of the TRAV24 and
TRBV2 clonotypes identified in the HIC group shared the identi-
fied public motifs, indicative of a highly constrained Gag293-spe-
cific repertoire in controlled HIV infection.

High frequency of TCR sharing in HIV controllers. Public clono-
types were defined as identical CDR3 aa sequences found in at
least two individuals, without any mismatch tolerated. A total of 18
public clonotypes were identified in the TRAV24 sequence data-
set obtained from the 16 patients studied (Supplemental Figure
6A). The most prevalent public clonotype, AFKAAGNKLT (called
TRAV24-F), was found in 6 controllers and 2 treated patients (75%
and 25%, respectively), which are remarkably high frequencies
in humans with diverse HLA II backgrounds. Groups of highly
related public clonotypes were apparent, with a first group sharing
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Table 2. Prevalence of public motifs in Gag293-specific clonotypes

Motif sequence CDR3 length
(aa)

TRAV24 motif

AV24-1 [A/SIX[K/RJAAGNKLT 10
AV24-2 AxYGGATNKLI n
AV24-1+ AV24-2 - -
TRBV2 motif

BV2-1 ASSX[R/G/LI[T/AI[S/GIGxx[E/TIQF/Y] 13
BV2-2 ASSX[R/G/LI[T/AISGGxxIE/TIQ[F/Y] 14
BV2-1+BV2-2 - -

HIC group HAART group Palue, Public clonotypes
(% seq.) (% seq.) HIC vs. HAART (% seq)
3716 2238 <0.0001 3333
11.64 6.65 0.0062 27.78
48.80 29.03 <0.0001 61.11
38.55 6.36 <0.0001 50.00
1.87 3.89 <0.0001 3333
50.42 10.25 <0.0001 83.33

The percentage of motif occurrence is reported in total sequences from HIC and HAART patients as well as in the set of public clonotypes. Bold indicates
the percentage of sequences carrying both motifs. P values for differences between the HIC and HAART groups were computed with Fisher’s exact test.

X, any amino acid; seq., sequences.

the TRAJ17 chain and motif AXKAAGNKLT (AV24-1), and a sec-
ond group sharing the TRAJ32 chain and motif AXYGGATNKLI
(AV24-2). The 18 public clonotypes showed a high degree of motif
sharing (61% positive for motifs AV24-1 or AV24-2, Table 2), con-
firming their similarity. Of note, public clonotypes were more fre-
quent in the HIC than in the HAART group (P = 0.03; Figure 3C).
Counting the nucleotide sequences encoding public clonotypes,
normalized to 100 sequences, confirmed the higher frequency of
TCR sharing in the HIC group (P = 0.01; Figure 3E).

Interestingly, the majority of TRAV24 public clonotypes (67%)
were encoded by multiple nucleotide sequences. The mean num-
ber of unique nucleotide sequences encoding a TRAV24 pub-
lic clonotype was 2.33, versus 1.05 for private (i.e., non-public)
TRAV24 clonotypes. Detailed analysis of the 4 sequences coding
for the most prevalent TRAV24 public clonotype, AFKAAGNKLT,
showed that P and N mutations inserted between the TRAV24 and
the TRAJ17 genes were few, ranging from O to 4 nucleotides (Sup-
plemental Table 7). The numbers of nucleotides trimmed from
germline sequences were also in the low range (6 to 10) compared
with the ensemble of HIC sequences (mean of 9.9 trimmed nucle-
otides). The two predominant sequences, representing 64.9% and
33.8% of AFKAAGNKLT coding sequences, respectively, contained
no mutation and were simply obtained by trimming 6 nucleotides
from joined TRAV24-TRAJ17 genes. Thus, the most prevalent
TRAV24 public clonotype could be easily generated from germline
sequences, suggestive of convergent V(D)] recombination (33).

Public clonotypes were also abundant in Gag293-specific TCRp
chains, with a total of 18 found in the TRBV2 sequence dataset (Sup-
plemental Figure 6B). Public clonotype sequences derived predom-
inantly from the TRBJ2-3, TRBJ2-1, and TRBJ2-7 genes, which were
all represented to a higher degree in HIC than HAART sequences.
TRBV2 public clonotypes showed a remarkably high degree of motif
sharing (83%, Table 2), emphasizing the presence of conserved fea-
tures in spite of relatively high sequence diversity. Again, TRBV2
public clonotypes were clearly more frequent in the HIC than the
HAART group, in terms of aa sequences (P = 0.006; Figure 3D) and
of nucleotide sequences (P = 0.009; Figure 3F). The most frequent
public clonotype, ASSRRTSGGTDTQY (called TRBV2-13), was
found in 4 of 8 controllers (50%) and absent in treated patients. The
majority of TRBV2 public clonotypes (77%) were encoded by more
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than one nucleotide sequence. The mean number of unique nucle-
otide sequences encoding a TRBV2 public clonotype was 2.28,
versus 1.10 for private TRBV2 clonotypes, again suggesting that
convergent V(D)] recombination contributes to the amplification of
public clonotypes. Taken together, TRAV24 and TRBV2 sequence
analyses revealed a highly biased Gag293-specific TCR repertoire,
characterized by a high degree of TCR sharing in the controller
group. TCR biases were of type I1I (identical CDR3 sequences) but
also of type II (conserved CDR3 motifs) (34, 35), and characterized
a substantial fraction of both TCR chains.

It was noteworthy that the majority of public clonotypes
were restricted by multiple HLA-DR alleles. Specifically, 83% of
TRAV24 public clonotypes and 56% of TRBV2 public clonotypes
were identified in samples sorted with at least two different HLA-
DR tetramers (Supplemental Figure 6, A and B). The most prev-
alent TRAV24 public clonotype, TRAV24-F, was restricted by the
4 HLA-DR alleles tested (DRI, DR11, DR15, and DRB5), while the
most prevalent TRBV2 public clonotype, TRBV2-13, was restricted
by 3 of these alleles (DRI, DR15, and DRB5). Thus, highly preva-
lent public clonotypes showed a high level of HLA cross-restric-
tion, which could help explain their prevalence in patients of
diverse genetic backgrounds. Of note, public clonotypes were also
frequently restricted by two distinct HLA-DR alleles within the
same patient (Supplemental Tables 8 and 9), which could contrib-
ute to the induction of a more sensitive Gag293-specific response.

Ex vivo detection of Gag293-specific public clonotypes in HIV
controllers. The Gag293-specific TCR repertoire was initially ana-
lyzed in primary CD4* T cell lines, as the preferential depletion
of specific CD4" T cells in HIV-infected patients did not allow
a direct ex vivo analysis of Tet* cells. However, the exceptional
immunological status of HIV controllers made the ex vivo anal-
ysis feasible for a subset of these patients. Four samples sorted
from controller PBMCs containing more than 2,000 Tet* cells
were analyzed by immunoscope and sequencing. The DRB5
tetramer was used in these experiments, as it yielded the best sig-
nal/noise ratio (example in Figure 4A). Quantification of TRAV24
expression showed an amplification of this family in 3 of 4 HIC
samples obtained ex vivo, as compared with the percentage of
TRAV24 detected in PBMCs from 7 healthy donors (1.0% * 0.2%)
(Figure 4B). Quantification of TRBV2 showed an amplification in
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Frequency of TRAV24 and TRBV2 families in Gag293-Tet" cells sorted ex vivo. The percentages of TRAV24 expression in total TRAV products and TRBV2
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4 of 4 HIC samples obtained ex vivo, as compared with PBMCs
from healthy donors (3.7 £1.0%) (Figure 4B).

The frequency of each TRAV24 clonotype found ex vivo was
computed relative to total TRAV24 sequences found in the same
patient (Supplemental Table 10, third column) and in the matched
cellline (fourth column). Ex vivo clonotypes represented a median
of 66% of sequences found in matched cell lines, indicating a sub-
stantial overlap between the ex vivo and in vitro repertoires (Fig-
ure 4C). Similarly, the TRBV2 clonotypes detected ex vivo (Sup-
plemental Table 3) represented a median of 45% of sequences
found in matched cell lines (Figure 4C). Importantly, the fre-
quency of TRAV24 public motifs (AV24-1 + AV24-2) did not dif-
fer significantly between ex vivo and cell line-derived sequences,
and could be as high as 87% (Figure 4D). Frequencies of TRBV2
public motifs (BV2-1 + BV2-2) were also comparable ex vivo and
in matched cell lines (Figure 4E). Public motifs were present at
median values of 44% and 48% in the ex vivo TRAV24 and TRBV2
sequence datasets, respectively, emphasizing the high level of
motif sharing in the Gag293-specific repertoire.

Detailed analysis of TRAV24 sequences obtained ex vivo
revealed the presence of previously identified public clonotypes in
each of the patient tested (highlighted in color, Supplemental Table
10). Public clonotypes were present at median frequencies of 44%
and 25% in ex vivo TRAV24 and TRBV2 sequences, respectively,
which did not differ significantly from frequencies observed in
matched cell lines (data not shown). Overall, the ex vivo analysis
confirmed the high degree of TCR sharing among HIV controllers.
It was striking that some of the most prevalent public clonotypes,
such as AFKAAGNKLT, could represent more than half of TRAV24
sequences in the Gag293-specific repertoire (54.7% in HIC7). This
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suggested that public clonotypes could shape the properties of the
Gag-specific response in controlled HIV infection.

TCR transfer confers Gag293 recognition in the context of multi-
ple HLA-DR alleles. We set out to functionally characterize the most
prevalent TRAV24 public clonotype, AFKAAGNKLT (clonotype
TRAV24-F), by pairing it with different TRBV2 chains and testing
the activity of reconstituted TCRs. The chosen TRBV2 clonotypes,
no.24 (CASSRLAGGMDEQFF) and no. 25 (CATTPGASGISEQFF),
were the most abundant in the cell line of patient HIC2 (10.38%
and 33.96% of TRBV2 chains, respectively; Supplemental Table
3), and were coexpressed at high levels with clonotype TRAV24-F,
resulting in a high probability of functional TCR chain pairing.
The third TRBV2 clonotype, no. 5 (CASSGLAGGMDEQFF), was
derived from patient HIC3, who also expressed TRAV24-F at a high
level. Clonotype 5 differed by a single residue (R to G) from clono-
type 24 and thus provided information on the contribution of the
CDR3p arginine to TCR function. TRBV2 clonotypes 24 and 5 car-
ried the public motif BV2-1, while TRBV2 clonotype 25 was private
(see Supplemental Table 11 for a list of all TCR constructs). Full-
length TRA and TRB genes were cloned into a T2A-containing len-
tiviral vector, ensuring equimolar expression of the two chains. The
resulting TCRs, F24, F25, and F5, were transduced in 76, a mutant
Jurkat cell line defective for endogenous TCR expression, which
provides a favorable cellular context for TCR transfer assays. After
transduction, J76 cells expressed equivalent levels of the 3 TCRs
at the cell surface (260% TCR* cells) and recovered a high level of
CD3 surface expression (Figure 5A).

To test the specificity of the transferred TCRs, we labeled
transduced J76 cells with a panel of Gag293-loaded HLA-DR
tetramers. The F24 TCR was found to bind 3 of the 4 tetramers
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Figure 5. Public TCRs confer MHC Il cross-restriction and high-affinity Gag293-MHC binding. (A) Expression of TCRpB and CD3 in J76 cells transduced

with the F24, F25, and F5 TCRs. Solid gray histograms correspond to mock-transduced |76 cells. (B) Staining of F24-transduced )76 cells with CLIP-loaded
tetramers and Gag293-loaded tetramers. The percentage of Tet* cells is reported in each plot. One representative experiment of 4 is shown. (C) The per-
centage of Tet* cells after transfer of F24, F25, and F5 is reported for each of the 4 tetramers tested after subtraction of CLIP-tetramer background (mean
of 2 experiments). (D) Example of SPR sensorgrams. The soluble F24 TCR (concentrations 0.3 to 100 pM) was flown over immobilized DR11-Gag293 mono-
mers to measure the SPR response. RU, response units. (E) Affinity measurement of the F24, F25, and F5 TCRs for Gag293 complexed to DR11, DRBS, or
DR1 monomers. Each soluble TCR was flown over Gag293-DR complexes at different concentrations (x axis) to measure binding RU (y axis). Representative
of n > 2 experiments. (F) Correlation between TCR affinity and tetramer binding. TCR affinities (log Kdeq) of the F24, F25, and F5 TCRs for the 3 Gag293-
DR complexes are plotted in function of the percentage of Gag293-Tet" cells (log %Tet*) for the corresponding TCR/HLA-DR combination (y axis). r, linear
regression coefficient. P value: probability that the slope estimated by linear regression is significantly non-zero.

tested, with an efficiency that was higher for DR11 as compared
with DRB5 and DRI (Figure 5B). Quantification of tetramer bind-
ing (Figure 5C) showed that the 3 TCRs recognized Gag293 in
the context of DR11, with a labeling that was strong for F24 (72%
Tet*), intermediate for F25 (44% Tet*), and low for F5 (3% Tet*).
F24 bound the DRB5 tetramer at intermediate levels (33% Tet*),
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while binding was weak for F25 (1.5%) and undetectable for F5.
Binding with the DRI tetramer showed a similar pattern. The DR4
tetramer provided a negative control, as it did not bind any of the
TCRs tested. These experiments indicated that the highly preva-
lent public clonotype TRAV24-F could confer Gag293 recognition
in the context of multiple HLA-DR molecules, with an efficiency
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Table 3. TCR affinities determined by SPR

TCRs DRB1*1101 Kdeq DRB5*0101Kdeq DRB1*0101Kdeq
() (uM) (um)

F24 0.86+015 258 + 019 697402

F25 358+ 025 16.00 £ 0.60 51.50 + 3.00

5 11.06 173 7445 + 6,25 >100

Affinities (Kdeq) of the F24, F25, and F5 TCRs for Gag293-loaded HLA-DRB
monomers. Each Kdeq value represents the mean + SEM from at least 2
independent experiments performed in duplicate.

that depended both on the presenting HLA-DR allele and on the
nature of the TRBV2 chain.

Tetramer titration experiments showed the expected hierar-
chy among the 3 TCRs (F24>F25>F5) but did not prove sensitive
enough to determine TCR avidity for F25 and F5 (Supplemental
Figure 12). To precisely determine TCR affinity, we expressed
the F24, F25, and F5 TCRs as soluble recombinant proteins and
measured their binding to Gag293-HLA-DR monomers by sur-
face plasmon resonance (SPR). The soluble TCRs were passed
over chips coated with immobilized DR11, DRB5, or DR1 mono-
mers loaded with Gag293 (example of sensorgram in Figure
5D). In agreement with tetramer binding assays, the 3 TCRs
recognized Gag293-HLA-DR complexes with different affini-
ties (F24>F25>F5). This hierarchy was conserved across the dif-
ferent HLA-DR alleles tested (Figure 5E). Of note, the F24 TCR
recognized the Gag293-DR11 complex with a very high affinity,
of 0.86 uM (Table 3), which is rarely seen for MHC Il-restricted
TCRs (36). F24 bound the Gag293-DRB5 and Gag293-DR1 com-
plexes with affinities that were 3- and 8-fold lower, respectively,
but still remained in the high-affinity range (<10 uM). The F25
and F5 TCRs also interacted with the Gag293-DR11 complex with
relatively high affinities (3 and 11 uM, respectively), while affini-
ties were intermediate or low for the two other allomorphs tested.
The percentage of Tet cells in TCR-transduced ]J76 cells, when
measurable, correlated well with affinities measured by SPR (r =
0.92; Figure 5F), consistent with the notion that tetramer binding
predominantly depends on TCR affinity. These results showed
that association of the TRAV24-F public clonotype with highly
expressed TRBV2 clonotypes could, for certain combinations,
generate HLA-cross-restricted TCRs of unusually high affinity.

Transfer of TCRs containing public TRAV24 and TRBV2 clono-
types confers high antigen sensitivity to J76 cells. TCR function was
tested by monitoring the induction of the early activation marker
CD69 in transduced J76 cells. Murine fibroblastic L cells engi-
neered to express a single human HLA-DR allele were used as
antigen-presenting cells (APCs), allowing precise control of the
restricting HLA molecule. L cells expressing DR1, DR11, DR15, or
DRB5 (Figure 6A) and DR3, DR4, or DR7 (Supplemental Table 11)
were pulsed with decreasing doses of Gag293 peptide and cocul-
tured with J76 cells transduced with the F24, F25, and F5 TCRs. The
3 TCRs could signal and trigger T cell activation, as indicated by
the induction of CD69 in 250% of ]76 cells in the presence of DR11
APCs. The F24 TCR showed the broadest reactivity, as it induced
strong T cell activation in the presence of DR11, DR15, DRB5, and
DR1 APCs, and weak but consistent T cell activation in the pres-
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ence of DR7 APCs (Supplemental Table 11). When restricted by
DR11, F24 antigen sensitivity reached 4 x 107 M as measured by
the half maximal effective concentration (EC, ) for CD69 induc-
tion, which represents a high sensitivity for a cell culture system
devoid of costimulatory molecules. The F25 TCR did not react with
DR7 and showed intermediate reactivity with the other 4 HLA-
DR alleles. The F5 TCR showed the narrowest restriction, with an
antigen sensitivity of 2 x 10~ M in the presence of DR11 APCs, low
responses in the presence of DR15 and DRB5 APCs, and undetect-
able responses in other cases. TCR affinities measured by SPR for
the DR11, DRB5, and DRI alleles correlated well with antigen sensi-
tivities measured in transduced J76 (r = 0.85, P = 0.016; Figure 6D),
suggesting that TCR affinity dictated TCR function.

Two other TRAV24 public clonotypes, TRAV24-S
(ASKAAGNKLT) and TRAV24-RR (SRRAAGNKLT), conferred
cross-restriction by 4 HLA-DR alleles when paired to TRBV2
chains 24 and 5, respectively (Supplemental Table 11), emphasizing
that broad HLA cross-restriction was a frequent property of pub-
lic clonotypes. We then tested the pairing of TRAV24-F with two
TRBV2 public clonotypes: TRBV2-4 (ASSPGTSGVGEQF), shared
by 2 controllers; and TRBV2-13 (ASSRRTSGGTDTQY), the most
prevalent TRBV2 clonotype, shared by 4 controllers. The result-
ing TCRs, F4 and F13, were cross-restricted by 3 HLA-DR alleles
(DR11, DRI15, and DRB5) (Figure 6B). While F4 had relatively good
antigen sensitivity (10 M) when restricted by DR11, it gave only
low responses with the two other alleles. In contrast, F13 showed
good antigen sensitivity with DR11 (7.5 x 10”7 M) and intermedi-
ate sensitivity with the two other alleles (Supplemental Table 11).
F13, like F24, carried an R at position 5 of the TRBV2 CDR3 junc-
tion, which may contribute to the efficient detection of Gag293 in
varied HLA backgrounds. Two TCRs derived from private clono-
types from treated patients were studied for comparison. TCRs
HDS5 and HY9 comprised the most prevalent TRAV24 and TRBV2
clonotypes from treated patients HAART3 and HAARTS, respec-
tively (Supplemental Table 11). These TCRs yielded responses of
medium avidity when restricted by DR15 and DR1 (10° M < EC,
<107°M), gave only low responses in the presence of DRB5 L cells,
and did not react with DR11 L cells (Figure 6C). While these TCRs
from treated patients could react with several HLA-DR alleles, their
degree of cross-restriction appeared narrower than that observed
for controller TCRs. Taken together, the analysis of recombinant
TCRs specific for Gag293 highlighted that the most prevalent pub-
lic clonotypes conferred efficient Gag293 recognition in the con-
text of multiple HLA-DR alleles. Interestingly, antigen sensitivity
measured for the 8 TCRs tested in the presence of DR11 correlated
with the number of HLA-DR alleles restricting each of these TCRs
(r=-0.86, P = 0.006; Figure 6E), suggesting that both properties
depended on the same TCR features.

We next verified that the recombinant TCRs could recognize
native HIV capsid antigens naturally processed by APCs, in addi-
tion to peptide-pulsed APCs. To this end, we used infected mono-
cyte-derived dendritic cells (MDDCs) as alternative APCs. MDDCs
from DR11* healthy donors were infected with an HIV-1 pseudo-
typed virus and incubated with J76 cells expressing the F24, F25,
or F5 TCR. The TCR-transduced cells showed robust CD69 induc-
tion in the presence of infected MDDCs, while CD69 expression
remained moderate in the absence of infection (Figure 6F). CD69
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Figure 6. Public TCR transfer confers high antigen sensitivity to )76 cells. (A and B) Antigen sensitivity assay in TCR-transduced |76 cells. Percentages of
CD69 expression in |76 cells transduced with TCRs F24, F25, or F5 (A) or with F4 or F13 (B), after coculture with L cells expressing different HLA-DR alleles
(DR11, DR15, DRB5, or DR11) and loaded with decreasing Gag293 concentrations. (C) Antigen sensitivity assay of TCRs HD5 and HY9 from HAART patients.
-NS, not stimulated. (A-C) Experiments were conducted in triplicate, with curves corresponding to one experiment shown for clarity. (D) Correlation
between binding affinity (log Kdeq) for Gag293-loaded HLA-DR monomers (DR11, DRB5, and DR1) and antigen sensitivity (log EC_; for CD69 induction)

of the F24, F25, and F5 TCRs. (E) Correlation between the antigen sensitivity (log EC, ) measured for 8 HIC TCRs (described in Supplemental Table 11) in
the presence of DR11 APCs and the number of HLA-DR alleles restricting these TCRs. (D and E) r, linear regression coefficient; P value: probability that
the slope estimated by linear regression is significantly non-zero. (F) TCR reactivity to native HIV-1 capsid antigens. CD69 induction was quantified in
TCR-transduced )76 cells cocultured with dendritic cells infected with the VSV-pseudotyped virus WHIV-1 (solid bars) or left uninfected (striped bars). One

representative experiment of 3 is shown.

induction followed the same hierarchy as that observed when L
cells were used as APCs (F24>F25>F5), indicating that TCR prop-
erties were conserved in different antigen presentation systems.
As the public clonotypes consistently generated TCRs with
optimal antigen sensitivity in the context of DR11, it was important
to verify that differences in antigen sensitivity between the HIC
and the HAART group did not depend on a bias in DR11 expres-
sion. Among the 29 patients included in the study, 3 controllers
and 4 treated patients expressed a DRII allele, including HLA-
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DRBI*1101, -DRBI*1122, and -DRBI*1165 (Supplemental Table 1).
Comparison of the last Gag293 peptide dilution thatinduced a spe-
cific cell line showed that, among DR11 patients, 3 of 3 controllers
and 1 of 4 treated patient responded at a dilution less than 10° M
(Supplemental Figure 13A). Trends for a higher Gag293-specific
ELISPOT response and for more prominent TRAV24 biases were
also noted in DRI11 controllers as compared with DR11-treated
patients (Supplemental Figure 13, B and C). Taken together, these
findings support the notion that particular clonotypes expressed
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Figure 7. Public TCR transfer confers high-avidity responses and polyfunctionality to primary T cells. (A) Cytokine production in primary CD4* T cells
mock transduced or transduced with the F24, F25, or F5 TCR and stimulated with 10° M Gag293. CD4* T cells were analyzed by ICS for expression of TNF-a,
MIP-1B, IL-2, IFN-y, and CD107a. (B) ICS analysis of CD4* T cells transduced with F24 and stimulated with decreasing Gag293 doses. Expression of the
analyzed markers (% marker+) is reported as a function of peptide dose, after subtraction of background measured in unstimulated cells. (C) Summary of
EC,, values measured by ICS in CD4* T cells after TCR transduction. For each TCR, the Gag293 concentration required to achieve half-maximal expression of
the 5 markers studied is reported. Mean + SEM of EC, values obtained for 3 independent experiments are reported. (D) Cytokine production in CD8* T cells
that were mock transduced or transduced with the F24 TCR and analyzed as in A. (E) ICS analysis of CD8* T cells transduced with F24 and stimulated with
decreasing Gag293 doses. (F) Polyfunctionality of CD4* T cells transduced with the F24, F25, and F5 TCRs and stimulated with decreasing Gag293 doses.
The number of coexpressed markers of the 5 studied (TNF-a, MIP-1B, IL-2, IFN-y, CD107a) defines the number of functions reported in legend. Stimulation
with PMA/ionomycin was used as a positive control. For A, B, D, E, and F, 1 representative experiment of 3 is shown.
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in controlled HIV infection, rather than merely the expression of
DR11, are associated with high-avidity Gag293-specific responses.

Transfer of the F24 TCR confers polyfunctionality to primary
CD4"and CD8" T cells. We next evaluated the properties of the F24,
F25, and F5 TCRs when transferred directly into primary T cells,
a system physiologically more relevant to potential TCR transfer
applications. TCR-transduced PBMCs from healthy donors were
analyzed for exogenous TCR expression with a TRBV2-specific
mAb. Mock-transduced CD4* T cells expressed endogenous
TRBV?2 at levels below 5%, while TCR-transduced CD4* T cells
showed TRBV2 expression rates in the 25%-35% range (Supple-
mental Figure 14A). The hierarchy of HLA-DR tetramer binding
was consistent with that observed in J76 cells, with F24 showing
significant binding to 4 different tetramers (DR11, DR15, DRB5,
and DR1); F25 reacting mostly to the DR11 and DRB5 tetramers
and minimally to the DR1 tetramer; and F5 showing barely detect-
able tetramer binding (Supplemental Figure 14, B and C).

For evaluation of TCR function, PBMCs from DR11, DR15, DR1,
or DRB5 donors were TCR transduced and cocultured with autol-
ogous MDDCs pulsed with Gag293. A panel of 5 markers, includ-
ing the cytokines TNF-q, IL-2, and IFN-y, the chemokine MIP-1f3/
CCL4, and the degranulation marker CD107a, was assayed by
intracellular cytokine staining (ICS). CD4* T cells transduced with
the F24, F25, and F5 TCRs showed abundant cytokine production
and degranulation capacity after high-dose Gag293 peptide stim-
ulation (Figure 7A). A specific ICS response was detected in 250%
CD4" T cells transduced with F24, while in the same experiment
TRBV2 expression increased by only 25% after transduction (Sup-
plemental Figure 14A), pointing to efficient cytokine production
even in cells expressing limiting amounts of transduced TCR.
ICS responses were then measured in the presence of decreasing
Gag293 peptide concentrations (as shown for F24-transduced cells;
Figure 7B). The hierarchy of marker induction was conserved across
peptide doses, with high expression of TNF-o and IL-2, intermedi-
ate expression of MIP-1B, and more limited expression of CD107a
and IFN-y. Of note, specific expression of these 5 markers persisted
at very low peptide doses (10~ to 107'° M). Antigen sensitivity was
quantified for the 3 TCRs by measuring the EC, for induction of
the 5 markers tested (Figure 7C). This analysis confirmed the func-
tional hierarchy among the TCRs (F24>F25>F5), which followed
the TCR affinity ranking. F24 conferred a highly sensitive detection
of Gag293 in primary cells, with EC,  values varying between 10
and 10* M when TNF-0, CD107a, or MIP-1B production was mea-
sured. IFN-y responses appeared comparatively less sensitive, with
EC,, values between 107 and 107 M, while IL-2 gave intermediate
values. Thus, only TCRs with particularly high affinity, such as F24,
may lead to full Th1 differentiation with IFN-y production in situa-
tions of low antigen availability.

Polyfunctionality, or the capacity to express multiple cytokines
simultaneously, is a hallmark of controller T cells and is thought to
provide superior effector functions (16, 21, 37). Quantification of
the number of functions (or markers) coexpressed by TCR-trans-
duced cells revealed a high degree of polyfunctionality (Figure
7F). Indeed, the majority (>65%) of F24-, F25-) and F5-express-
ing cells could be deemed polyfunctional, as they expressed more
than 3 functions after high-dose Gag293 stimulation. CD4* T cells
coexpressing the full set of markers (5 functions) were detected at
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peptide doses as low as 10 M for F24, and as low as 107 M for
F25 and F5. After F24 transfer, polyfunctional cells expressing at
least 3 functions still represented more than half of CD4* T cells
responding to 10 M peptide, emphasizing that polyfunctional
responses could be achieved after stimulation with minimal
amounts of Gag antigen.

Interestingly, CD8* T cells transduced with the F24 TCR also
showed a Gag293-specific cytokine response, with detectable
induction of the 5 markers tested (Figure 7, D and E). Cytokine
response in CD8" T cells transduced with F25 and F5 remained
low or undetectable (data not shown). The F24-dependent
response in CD8" T cells could be blocked by treatment with an
anti-HLA-DR antibody, indicating that it was restricted by MHC
11 (Supplemental Figure 15A). Thus, the high-affinity TCR F24 was
able to confer a Gag293-specific response in the absence of CD4
coreceptor expression, in a situation where availability of the Lck
kinase may be limiting. F24 transfer induced 3 functions or more
in greater than 25% of specific CD8" T cells at peptide doses as
low as 107 M (Supplemental Figure 15B), indicating that this high-
affinity TCR could confer polyfunctional responses to CD8* T
cells. Thus, controller clonotypes could be used to generate TCRs
with uncommon properties, including affinities in the micromolar
range, broad HLA-DR cross-restriction, high antigen sensitivity,
and polyfunctionality in both the CD4* and CD8"* T cell subsets.

Discussion

Exploration of the TCR repertoire specific for the most immuno-
prevalent CD4 epitope in HIV-1 Gag revealed a repertoire mark-
edly biased toward the TRAV24 and TRBV2 gene families. Highly
prevalent public motifs and public clonotypes were preferen-
tially shared by HIV controllers, suggesting that particular TCR
determinants contributed to the efficiency of the antiviral CD4
response in these patients. This notion was reinforced by func-
tional analysis of the most prevalent public clonotypes, as these
were able to confer HLA-cross-restricted, highly sensitive, poly-
functional responses against Gag antigens, indicative of superior
function. These findings, which to our knowledge provide the first
assessment of the HIV-specific CD4* T cell repertoire at the clo-
notypic level, emphasize that intrinsic TCR determinants, rather
than low antigenemia, specify the remarkable properties of the
cellular response in controlled HIV infection.

It was noteworthy that both the TRAV24 and TRBV2 rep-
ertoires specific for Gag293 showed a high degree of motif and
clonotype sharing. So far, most studies of the human TCR reper-
toire have focused on TRB genes, but recent analyses suggest that
the human TRA repertoire is even more diverse (38). Our findings
provide evidence for a dual bias in controlled HIV infection, with
both TCR chains showing a significant degree of motif conserva-
tion. The most prevalent TRAV24 clonotype (AFKAAGNKLT) was
present in 6 of 8 controllers (75%) studied. In comparison, CD8
TRB public clonotypes reported in previous studies of the HIV-
specific repertoire were shared by 2-4 patients (13, 14, 39, 40).
When the analysis was extended to less-stringent definitions of
TCRbiases, close to half of TRAV24 and TRBV2 clonotypes shared
defined public motifs, while the corresponding frequencies were
of 29% and 10%, respectively, for clonotypes of treated patients.
Such strong bias in the Gag293-specific TCR repertoire of control-
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lers could not be attributed to amplification of a few clonotypes
during culture, as the repertoire of controllers remained highly
diverse, with a median of 36 distinct TRBV2 clonotypes per 100
CDR3 sequences. In addition, similar frequencies of public motifs
were detected in vitro and ex vivo when the TCR repertoire of con-
trollers could be analyzed in both conditions. Rather, these find-
ings suggest that strong selective pressures (further discussed in
the supplemental material) shaped the Gag293-specific repertoire
during the establishment of viral control.

The coexpression of TRAV24 and TRBV2 public clonotypes
generated functional TCRs that, for some combinations, dis-
played a remarkably high affinity for Gag293-MHC II complexes.
Human TCRs generally show affinities in the 1 to 100 uM range
by SPR analysis (36). MHC Il-restricted TCRs show a trend for
a lower affinity as compared with MHC I-restricted TCRs, with
average K values of 70 versus 35 uM, respectively. With a K, of
0.86 uM for the Gag293-DR11 complex, F24 demonstrated one
of the highest affinities reported so far for an MHC I- restricted
TCR, ranking second in a list of 22 human and mouse TCRs for
which structural data are available (36). The molecular determi-
nants of a high-avidity interaction for the Gag293-MHC complex
appear to depend both on the TRAV24 and TRBV2 chains and on
the restricting HLA allele. The most conserved CDR3 residues
in public motifs represent likely candidates for contact residues
with Gag293. However, conserved CDR1/CDR2 residues may
also contact the Gag293 peptide, considering the predominance
of the TRAV24 and TRBV2 families. Future structural studies
should help determine the respective roles of the CDR3 ver-
sus the CDR1/2 regions in shaping high-avidity interactions for
Gag293-MHC complexes. The expression of high-affinity TCRs
for Gag293 in controllers resulted in high antigen sensitivity as
measured by CD69 induction, with a good correlation between
the two parameters (r = 0.85). Thus, TCR biophysical properties
largely accounted for TCR function, consistent with multiple stud-
ies in animal models (41, 42). It should be noted, however, that in
some studies TCRs with very high or supraphysiological affinities
were found to have reduced functions (43). A proposed explana-
tion is that a peptide-MHC (pMHC) that interacts too tightly with
a very high-affinity TCR cannot disengage to contact additional
TCRs and thus does not achieve serial TCR triggering and T cell
response amplification (44). We did not observe decreased func-
tions for the TCR/pMHC II combinations showing the highest
affinities by SPR, suggesting that TCR affinities in the order of
1 uM are still in the physiological range for optimal TCR function
in human CD4" T cells.

The reasons for the preferential amplification of high-affin-
ity Gag293-specific TCRs in controllers compared with treated
patients remain to be elucidated. A particular genetic background
or a limited duration of acute infection may have promoted
the amplification of such TCRs in controllers (45). Conversely,
patients who initially progressed to disease may have lost the
high-avidity CD4" T cell population due to preferential infection
and depletion, a notion supported by the restricted CD4 TCR
repertoire observed in treated patients, and by rapid loss of cer-
tain CD4 specificities after the acute infection stage (6). It will
be informative to determine whether other immunoprevalent
HIV epitopes elicit a response pattern similar to that observed for
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Gag293, with the induction of a highly biased, high-affinity TCR
repertoire in controlled infection. The preferential detection of
Gag-specific CD4 responses in HIV controllers (20) suggests that
several regions of Gag may be targeted by high-affinity TCRs,
though this remains to be investigated. High-affinity CD4 TCRs
are endowed with strong proliferative capacity (41), which helps
explain how they could reach such a dominance in controlled HIV
infection. The high affinity of controller TCRs also translated into
efficient cytokine secretion upon Gag293 peptide stimulation.
Primary CD4* T cells transduced with the F24 TCR showed EC,
values ranging between 10-¥ M and 10° M peptide for the different
cytokines studied, indicative of a remarkably high antigen sensi-
tivity for the CD4* T cell subset. Polyfunctionality, a property that
has been associated with HIV control (37), showed a clear depen-
dence on TCR affinity. Comparison of the F24, F25, and F5 TCRs
showed that a difference of 1.1 log in affinity resulted in a 2-log
difference in the peptide concentration at which half the specific
cells retained 3 functions. Thus, TCR affinity appears critical in
determining the range of cytokines produced, particularly at low
antigen dose. Of interest, not all cytokines were equally depen-
dent on the strength of the TCR signal, with TNF-a showing the
lowest requirements and IFN-y the most stringent. The notion of a
hierarchy in cytokine production is consistent with a report show-
ing that the affinity of Gag-specific T cell clones dictated their
cytokine expression profile (10). Itis relevant that for CD4* T cells,
in contrast to CD8* T cells, IFN-y is the most “demanding” cyto-
kine, as it can be produced only by high-avidity cells upon limiting
antigenic stimulation. IFN-y plays a key role in CD4* T cell helper
function, through its capacity to upregulate MHC II in APCs and
prime them for efficient antigen presentation. In addition, IFN-y
production by tissue CD4" T cells plays an underappreciated role
in the recruitment of immune effectors, through the triggering of
chemokine cascades (46). In controlled HIV infection, high-avid-
ity Gag-specific CD4* T cells may play a similar role, by keeping
the immune system in constant alert and rapidly recruiting CD8*
T cells and NK cells to sites of HIV replication upon the occurrence
of viral replication blips. In addition, IFN-y secretion may play a
direct antiviral role, through the induction of IFN-stimulated
genes (ISGs) that inhibit HIV replication (47). For instance, Thl
cells are thought to be less infectable than Th2 cells due to their
higher expression of the HIV restriction factor APOBEC3G (48).
Highly differentiated Thl effectors that reexpress CD45RA appear
particularly resistant to HIV infection (49). Gag-specific CD4* T
cells in controllers maintain a Thl differentiation status with per-
sistent IFN-y production (22), raising the possibility that such cells
possess a degree of resistance to HIV infection. This would be
consistent with studies that documented a lower susceptibility of
controller CD4* T cells to HIV replication in vitro (50). Thus, high
TCR affinity, with the associated capacity for IFN-y expression at
low antigen dose, may contribute to HIV control at several levels,
through sensitive immune surveillance, rapid triggering of helper
functions, and direct antiviral effector mechanisms.

Of interest, the F24 TCR was able to confer polyfunctional
cytokine responses when transferred into CD8" T cells. The
responses were MHC II restricted, indicating that the F24 TCR
could interact with the Gag293-MHC II complex in the absence of
the CD4 coreceptor. The CD4 molecule is not thought to contrib-

298


mathieu
Texte tapé à la machine
298


Downloaded from http://www.jci.org on July 28, 2017. https://doi.org/10.1172/JC183792

The Journal of Clinical Investigation

ute significantly to the affinity of the pMHC/TCR/CD4 complex
but plays an important role in relocating the kinase Lck close to the
TCR/CD3 signaling complex (51). The lower cytokine responses in
CD8* than in CD4" T cells may thus result from a lower number
of Lck molecules available for triggering intracellular signals. The
transfer of the F24 TCR to CD8" T cells still conferred the 5 func-
tions tested at the 10° M to 107 M antigen dose, suggesting that
transduced CD8* T cells could become efficient effectors in foci of
productive HIV replication. These findings open the possibility of
reprogramming CD8* T cells to target the highly conserved major
homology region (MHR) of capsid, which could be advantageous
given the high fitness cost associated with mutations in this region
(52). The report that a CMV-based protective SIV vaccine elic-
ited a high frequency of unconventional MHC II-restricted CD8
responses highlights the potential benefits of CD8" T cell repro-
gramming (53). Studies of TCR transfer for cancer immunotherapy
have shown that transferring the same TCR into both CD4* and
CD8* T cells could enhance tumoricidal activity (54). Similarly,
the transfer of a high-avidity Gag-specific TCRs in both CD4* and
CD8* T cell populations may be of interest for adoptive T cell thera-
pies targeting HIV, in order to trigger a full set of antiviral functions.

In conclusion, study of TCRs specific for the immunopreva-
lent CD4 epitope in capsid revealed that particular clonotypes
are associated with HIV control. The TCR repertoire of control-
lers was characterized by a high prevalence of public TRAV24 and
TRBV2 chains. Reconstituted TCRs showed affinities that reached
the micromolar range, at the high end of values obtained for nat-
urally expressed TCRs. Public clonotypes conferred MHC II
cross-restriction, high antigen sensitivity, and polyfunctionality to
CD4' T cells, suggesting a key role in shaping the properties of an
efficient CD4 response. The most prevalent public clonotype also
proved functional in CD8* T cells, suggesting that it could be used
to target the highly conserved capsid MHR region in patients of
diverse HLA types. Inducing or transferring such clonotypes may
contribute to the development of immunotherapeutic approaches
that aim at a functional cure of HIV infection.

Methods
Study design. HIV controllers (HIC group; n = 14) were recruited
through the CO21 CODEX cohort implemented by ANRS. HIV
controllers were defined as HIV-1-infected patients who had been
seropositive for more than 5 years, had received no antiretroviral
treatment, and for whom more than 90% of plasma viral load mea-
surements were undetectable by standard assays. All HIV controllers
included in the study had current viral loads of less than 50 copies/ml.
The group of efficiently treated patients (HAART group; n = 14) had
received antiretroviral therapy for a minimum of 5 years and showed
long term HIV-1 suppression with viral loads of less than 50 copies/ml.
Treated patients were recruited at the Raymond Poincaré and Bicétre
hospitals (France). Patients were included in the TCR study if their
genotype matched at least one of the following alleles: DRBI*0101
(DRI), DRBI*1101 (DR11), DRBI*1501 (DR15), or DRB5*0101 (DRB5).
Healthy donors were anonymous volunteers who donated blood at
Etablissement Frangais du Sang.

Molecular and functional TCR analysis. Molecular and func-
tional analyses of the Gag293-specific TCR repertoire are described
in Supplemental Methods.
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Statistics. Statistics were computed with Prism version 6.0 soft-
ware (GraphPad) and R version 3.2.3 software (https://www.r-project.
org/). Pvalues less than 0.05 were considered statistically significant.
Differences between groups were analyzed with the nonparametric
Mann-Whitney U test, with the exception of total clonotypic reper-
toires, for which means were compared by unpaired 2-tailed ¢ tests.
Differences in cell line response frequencies and HLA-DR allele fre-
quencies were analyzed in contingency tables with Fisher’s exact test.
Differences in proportions of CDR3 lengths were computed with a
2-sample test for equality of proportions with continuity correction
R. Correlations were analyzed with the nonparametric Spearman’s
coefficient. EC,  values were obtained after non-linear curve fit using
a sigmoidal dose response model in Prism. All significant differences
between groups (P < 0.05) were reported in data plots.

Study approval. The study was promoted by ANRS and approved
by the Comité de Protection des Personnes Ile-de-France VII under
number 05-22. All participants gave written informed consent prior to
inclusion in the study.
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A.2. Annexe 2 : MHC Class Il Tetramer Labeling of Human Primary CD4" T Cells from

HIV Infected Patients
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[Abstract] Major Histocompatibility Complex (MHC) tetramers have been used for two decades to
detect, isolate and characterize T cells specific for various pathogens and tumor antigens. In the context
of Human Immunodeficiency Virus (HIV) infection, antigen-specific CD8* T cells have been extensively
studied ex vivo, as they can be readily detected by HIV peptide-loaded MHC class | tetramers. In
contrast, the detection of HIV-specific CD4* T cells has proven more challenging, due to the intrinsically
lower clonal expansion rates of CD4* T cells, and to the preferential depletion of HIV-specific CD4* T
cells in the course of HIV infection.

In the following protocol, we describe a simple method that facilitates the identification of CD4* T cells
specific for an HIV-1 capsid epitope using peptide-loaded MHC class Il tetramers. Tetramer labeled
CD4" T cells can be analyzed for their cell surface phenotype and/or FACS-sorted for further
downstream applications. A key point for successful detection of specific CD4* T cells ex vivo is the
choice of a peptide/MHC Il combination that results in high-affinity T Cell Receptor (TCR) binding (Benati
et al., 2016). A second key point for reliable detection of MHC Il tetramer-positive cells is the systematic
use of a control tetramer loaded with an irrelevant peptide, with the sample and control tubes being
processed in identical conditions.

Keywords: Major histocompatibility complex class Il, Tetramer, T cell receptor, CD4* T cell, HIV

[Background] Rare HIV-specific MHC Il tetramer-positive cells have been detected in purified CD4* T
cells, after magnetic enrichment of tetramer-PE labeled cells with anti-PE microbeads (Seth et al., 2005).
We found that with validated peptide/MHC Il tetramer combinations, a simpler protocol based on direct
tetramer labeling of 5 x 10° patient Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC), followed by acquisition
of all events on a flow cytometer, resulted in reliable detection of HIV-specific CD4* T cells. Exclusion
of irrelevant cells (CD14*, CD20*, CD8*) and dead cells (Fixable Viability dye+) through an appropriate

gating strategy improved labeling specificity.

Materials and Reagents

1. Falcon® round-bottom 5 ml polypropylene tubes (Corning, Falcon®, catalog number: 352063)
2. Falcon® round-bottom 5 ml polysterene tubes with a 35 ym Cell-Strainer cap (Corning, Falcon®,
catalog number: 352235)
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3. APC-conjugated antigen-loaded MHC Il tetramers can be obtained through the NIH Tetramer
Core Facility, Emory University, USA. The tetramers are provided at a concentration in the 1-
1.5 mg/ml range, in aliquots of 200 pl

4. APC-conjugated MHC Il tetramers loaded with an irrelevant peptide (usually the CLIP peptide:
PVSKMRMATPLLMQA can be obtained through the NIH Tetramer Core Facility, Emory
University, USA)

5. Mouse-anti-human CD3 APC-eFluor® 780 (clone UCHT1) (Affymetrix, eBioscience, catalog
number: 47-0038-42)

6. Mouse-anti-human CD4 BD Horizon™ PE-CF594 (clone RPA-T4) (BD, BD Biosciences, catalog
number: 562281)

7. Mouse-anti-human CD8 Brilliant Violet 785™ (clone RPA-T8) (BioLegend, catalog number:

301045)

8. Mouse-anti-human CD14 VioGreen® (clone TUK4) (Miltenyi Biotec, catalog number: 130-096-
875)

9. Mouse-anti-human CD20 VioGreen® (clone LT20) (Miltenyi Biotec, catalog number: 130-096-
904)

10. Fixable Viability Dye eFluor 506® (Affymetrix, eBioscience, catalog number: 65-0866-14)

11. 16% paraformaldehyde (PFA) solution (Electron Microscopy Sciences, catalog number: 15710)

12. Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4 (Thermo Fisher Scientific, Gibco™, catalog number:
10010023)

13. RPMI 1604 GlutaMAX I™ (Thermo Fisher Scientific, Gibco™, catalog number: 61870044)

14. HyClone™ Fetal bovine serum (FBS) (South America), research grade (GE Healthcare, catalog
number: SV30160.03)

15. Penicillin-streptomycin (10,000 U/ml) (Thermo Fisher Scientific, Gibco™, catalog number:
15140122)

16. 1 M HEPES buffer (Dominique Dutscher SAS, catalog number: P05-01100P)

17. Bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, catalog number: A3912)

18. Sodium azide (NaNs) 5% (w/v) (VWR, BDH®, catalog number: BDH7465-2)

19. Human AB serum (PAN-Biotech, catalog number: P30-2901)

20. Complete RPMI (see Recipes)

21. FACS buffer (see Recipes)

22. Tetramer labeling buffer (see Recipes)

23. FACS sorting buffer (see Recipes)

Equipment

1. Benchtop centrifuge (Thermo Fisher Scientific, model: Sorvall™ Legend™ XTR)
2. Benchtop microcentrifuge (Eppendorf, model: 5254 R)
3. BD LSRFortessa™ cell analyzer (BD, BD Biosciences, model: BD LSRFortessa™ Cell Analyzer)
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4. BD FACSAria II™ flow cytometer (BD, BD Biosciences, model: BD FACSAria [I™ Cell Sorter)

Software

1.

FACSDiva™ version 8.0 (BD)

2. FlowJo™ version 10.2 (FlowJo, LLC)

Procedure

Ex vivo tetramer labeling of CD4* T cells from HIV infected patients

1.

PBMC from HIV infected samples are either thawed from frozen vials or freshly processed from

whole blood in a biosafety level-3 environment.

15-50 x 108 cells are dispatched into 5 ml polypropylene tubes (5 x 108 cells per tube) and

washed once with 2 ml complete RPMI at 600 x g for 7 min at 4 °C.

Notes:

a. Awash entails the addition of the indicated volume of the specified washing buffer followed
by centrifugation and careful removal of the supernatant.

b. A minimum of 5 x 108 PBMC is required per tetramer labeling; the same number of PBMC
is required for the control tetramer labeling. When scaling up, it is preferable to process
multiple identical sample tubes in parallel, so that the amount of cells required for the control
tube remains constant at 5 x 106 PBMC.

c. Individual tubes containing 0.5 x 108 cells in 50 pl FACS buffer should be prepared at this
stage to be used as single stained compensation controls. These tubes should be kept at
4 °C for the duration of the tetramer labeling until the point of addition of cell surface
antibodies.

Supernatants are removed and the cell pellets are re-suspended in 100 pl pre-chilled tetramer

labeling buffer and placed on ice.

Solutions of MHC |l tetramers loaded with either a validated HIV-1 peptide, or an irrelevant

control peptide (CLIP) are spun at full speed for 5 min at 4 °C to remove protein aggregates.

Note: Spinning the MHC Il tetramer solution before usage reduces background labeling.

APC-conjugated tetramers are added to the cell suspension at 1 ug per 108 cells (i.e., 5 ug per

tube).

Important: One tube containing 5 x 108 cells has to be labeled with tetramers loaded with an

irrelevant peptide (CLIP) and used as a negative control for tetramer labeling.

Tetramer labeling is performed at 0-4 °C for 60 min, protected from light.

Note: Staining under cold conditions contributes to reduction of background; however, these

conditions are appropriate only for the detection of high-avidity pMHC/TCR interactions.

A mixture of antibodies targeting cell surface markers is added to each tube as follows (v/10°8

cells): 1 ul CD3 APC-eFluor 780; 0.5 ul CD4 PE-CF594; 0.5 ul CD8 BV 785; 3 pl CD14-VioGreen;
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11.

12.

13.

3 ul CD20-VioGreen and 0.5 ul Fixable Viability Dye eFluor 506.
Notes:

a.
b.

Additional antibodies for cell surface phenotyping can be added at this point.

At this point, tubes containing 0.5 x 10° cells in 50 ul FACS buffer are singly labeled with
individual antibodies to be used as compensation controls. For the AmCyan-dump channel
(including CD14-VioGreen; CD20-VioGreen and Fixable Viability Dye eFluor 506), a single
tube containing 0.5 x 10° cells in 50 ul FACS buffer is labeled with 1.5 u/ CD14-VioGreen.

Cells are further incubated with the antibody mixture for 30 min at 4 °C in the dark.

a.

b.

. For flow cytometric analysis

Labeled cells are washed twice with (pre-chilled) FACS buffer and fixed with 2% PFA diluted
in PBS.

Note: Fixation entails complete removal of the supernatants following centrifugation and
resuspension in 400 ul of the fixation solution.

All cells in the tube are acquired on a flow cytometer (LSR Fortessa).

For cell sorting

a.

Labeled cells are washed once with FACS sorting buffer and the cell concentration is
adjusted to 10 x 10° cells per ml in FACS sorting buffer.

Cells are filtered using a Cell-Strainer cap to obtain a single-cell suspension. Subsequently,
all cells are acquired on a cell sorter (FACSAria Il) installed in a microbiological safety
cabinet.

Viable tetramer-labeled CD4* T cells are visualized in the viable CD3*, CD4*, CD14-, CD20",
CD8 lymphocyte gate (see gating strategy, Figure 1A).

Gates are set according to the negative control, consisting in CLIP-loaded tetramer labeled
CD4* T cells (Figure 1B).
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Figure 1. Ex vivo detection of viable HIV-specific CD4* T cells from patient PBMC. A.
Gating strategy: The Dump channel includes the following antibodies: CD14-VioGreen, CD20-
VioGreen and viability dye-eFluor 506. B. FACS plots depicting CD4* T cells from an HIV-1
infected patient labeled with an HLA DRB5*0101 tetramer loaded either with a control CLIP
peptide [PVSKMRMATPLLMQA] (left) or with an immunodominant HIV-1 Gag peptide
[FRDYVDRFYKTLRAEQASQE] (right).

Data analysis

Flow cytometry data was analyzed with the Flowjo v10.2 software (FlowJo, LLC.).

Recipes

1. Complete RPMI
440 ml RPMI 1640
50 ml FBS
5 ml penicillin-streptomycin
5 ml HEPES
2. FACS buffer (For 1L)
982 ml 1x PBS
10 g BSA
18 ml 5% (w/v) sodium azide
3. Tetramer labeling buffer (1 ml)
850 pl RPMI (no FBS)
150 pl human AB serum
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4. FACS sorting buffer (50 ml)
49.5 ml 1x PBS
0.5 ml FBS
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Annexe 3: Analyse cTfh en cellule unqgiue. (A-B) Analyse phénotypique sur cellule unique, de 371 cellules T
CD4+ mémoires spécifiques du VIH et 360 cellules non spécifiques provenant de PBMC congelées de Controleurs
du VIH (HIC, n=9) et de patients traités (ART, n=9). Nous avons divisé ces cellules en quatre groupes, les cellules
triées par marquage tétrameére de HLA-DR chargé avec le peptide Gag293 (HIC Tet+; HAART Tet+:) et les cellules
non spécifiques (HIC Tet-; HAART Tet- ) (cf stratégie de tri présentée en Figure 1). (A) Nous avons séparé chaque
groupe en 2 pour un total de 8 groupes en fonction de leur expression de CXCR5: CXCR5- (HIC MemX5- Tet-: 130 ;
ART MemX5- Tet-: 133 ; HIC MemX5- Tet+: 153 ; ART MemX5- Tet+: 135 ) et CXCR5+ (HIC cTfh Tet-: 32 ; HAART
cTfh Tet-: 34 ; HIC cTth Tet+: 20 ; HAART cTfh- Tet+: 29). L'expression de CCR5 membranaire est représentée par
sa MFI détectée par cytométrie en flux (pendant le tri) par cellule. (B) Nous avons regardé dans le groupe HIC Tet+
I'expresison de I'lL21 en fonction des chaines variables des TCR, nous avons constitué 3 groupes (BV2+ AV24+;
43; BV2+ AV24-: 106; BV2- AV24- : 47). L'expression ARNm de AV24, BV2 et de IL21 a été rapportée a I'expression
ARNmM de la GAPDH (post tri)
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