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Introduction 

I. L’infection par le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 « VIH-1 » 

I. 1. Situation épidémiologique  

Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) est l’un des plus redoutables agents 
pathogènes de l’histoire de l’humanité, à l’origine d’une pandémie conduisant, en l’absence de 
traitement, au syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA).  

Les premiers cas de SIDA furent identifiés en 1981 par le CDC «Center for Disease Control 
and Prevention» d’Atlanta, alors que de jeunes homosexuels masculins étaient atteints de 
pneumocystose pulmonaire et de sarcome de Kaposi cutané révélant une immunodépression 
profonde d’installation rapide et de cause inconnue (Gottlieb, Schroff et al. 1981). Le virus fut 
isolé en 1983 par des chercheurs français: il s’agit d’un rétrovirus proche des HTLV-1 et 
HTLV-2 précédemment caractérisés et initialement nommé Lymphadenopathy Associated Virus 
(LAV) (Barre-Sinoussi, Chermann et al. 1983). Séquencé pour la première fois en 1985, le 
virus fut classé dans le genre plus restreint des lentivirus, plus tard nommé VIH-1 et reconnu 
comme responsable de la pandémie de SIDA (Wain-Hobson, Sonigo et al. 1985, Coffin, 
Haase et al. 1986). Le SIDA est caractérisé par un ensemble de symptômes causés par la perte 
de fonctionnalité du système immunitaire, favorisant ainsi le développement d’infections 
opportunistes les rendant mortelles. 

Depuis la découverte des premiers cas il y a plus de 35 ans, près de 35,4 millions de personnes 
sont décédées de suite de maladies liées au SIDA, dont 940 000 en 2017. De fait, si les 
traitements permettent d’améliorer significativement la qualité de vie des malades, ceux-ci ne 
permettent pas de les guérir. On comptabilise 36.9 millions de personnes vivant avec le VIH-
1, dont 1.8 millions de nouvelles infections en 2017 (ONUSIDA 2018). Grâce à l’utilisation 
de plus en plus large des antirétroviraux - en Juillet 2018, 21.7 millions de personnes vivant 
avec le VIH-1 avaient accès à la thérapie. L’utilisation de traitements antirétroviraux a 
considérablement changé l’épidémiologie mondiale de l’infection par le VIH-1, néanmoins, ce 
virus continue de représenter l’une des causes principales de morbidité.   
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Figure 1. Estimation du nombre de personnes vivant avec le VIH-1 en 2016 par région mondiale 
(ONUSIDA 2016) 

La prévention reste le meilleur moyen de lutter contre le SIDA à l’heure actuelle, mais les 
progrès réalisés en termes de thérapies antirétrovirales méritent d’être soulignés. En effet, 
grâce à l’utilisation de plus en plus large des antirétroviraux, en décembre 2015, 30 millions de 
nouvelles infections à VIH-1 et 7.8 millions de décès ont pu être évités depuis 2000 (Figure 1) 
(ONUSIDA 2016, OMS 2016). Ces thérapies permettent désormais d’empêcher les individus 
infectés de transmettre le virus et retardent, voir bloquent l’apparition des symptômes. 
(Cohen, Chen et al. 2011).   

I. 2. Origines du virus 

Suite à l’identification du premier VIH, dit VIH-1, chez des individus atteints de SIDA aux 
Etats-Unis et en Europe (Barre-Sinoussi, Chermann et al. 1983), un second virus a été 
identifié comme agent étiologique du SIDA chez des patients d’Afrique de l’Ouest et baptisé 
VIH-2. Ce dernier est morphologiquement proche du VIH-1 mais possède un profil 
antigénique différent (Clavel, Guyader et al. 1986) provoquant une forme atténuée du SIDA 
(Campbell-Yesufu and Gandhi 2011).   
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Le VIH-1 et le VIH-2 sont apparentés à des lentivirus de primates appelés SIV pour simian 
immunodéficiency virus. Une grande diversité génétique est observée au sein des SIV, dont les 
différentes espèces sont désignées par un code faisant référence au nom commun de l’espèce 
d’origine, par exemple SIVgor pour gorille. L’existence de différents virus humains est due à la 
combinaison de plusieurs franchissements de la barrière d’espèce ayant permis la 
contamination de l’homme par divers virus simiens (Hahn, Shaw et al. 2000). Le VIH-2 
résulte de la transmission à l’homme du SIVsm (sooty mangabey), virus infectant de manière 
non pathogène les mangabeys enfumés d’Afrique de l’Ouest (Santiago, Range et al. 2005) 
mais provoquant le SIDA chez des macaques infectés (Sharp and Hahn 2011). Quant au 
VIH-1, il serait le résultat de multiples transmissions et d’adaptations à l’Homme du virus de 
l’immunodéficience simien SIVcpz et SIVgor qui infectent naturellement les chimpanzés (Pan 
troglodytes troglodytes) et les gorilles (Gorilla gorilla) d’Afrique Centrale de l’ouest (Keele, Van 
Heuverswyn et al. 2006, Van Heuverswyn, Li et al. 2006, Sharp and Hahn 2011). 

En plus de ces deux grands types de VIH, les analyses de séquences de diverses souches de 
VIH-1 ont permis de distinguer quatre groupes  phylogénétiques : les groupes M, N, O et P. 
Les groupes M (Main ou Major) et N (non-M non-O) résultent de deux transmissions à 
l’homme du SIVcpz provenant du chimpanzé commun sauvage d’Afrique Centrale (Sharp 
and Hahn 2011).  

Le groupe M, le plus répandu et qui est à l’origine de la pandémie actuelle de SIDA (Hahn, 
Shaw et al. 2000), est subdivisé en neuf sous-types: les sous-types A, B, C, D, F, G, H, J et K, 
et comprend 37 formes recombinantes entre plusieurs sous-types circulants, ces derniers sont 
nommés CRF pour circulating recombinant forms (CRF01-CRF37). Le sous-type A est 
subdivisé en sous-sous-types A1, A2 et plus récemment A3 et A4 (Vidal, Mulanga et al. 
2006), et le sous-type F est subdivisé en sous-sous-types F1 et F2. Dans les régions d’Europe 
de l’Est, Amérique latine, Caraïbes et d’Amérique du Nord, le sous-type majoritaire est le 
sous-type B, tandis qu’il s’agit du sous-type C en Afrique sub-saharienne et en Inde, du 
CRF02_AG en Afrique de l’Ouest et du sous-type A en Europe de l’Est et en Asie centrale 
(Figure 2) (Hemelaar 2012). Le groupe P, beaucoup moins répandu, résulte de la transmission 
à l’homme du SIVgor provenant du gorille de plaines de l’ouest, un SIVcpz qui a évolué pour   
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infecter les gorilles (Sharp and Hahn 2011). Le groupe O (outlier) a causé plus de 100000 
infections en Afrique de l’ouest, bien qu’il soit circonscrit dans une zone très réduite (Pepin 
2013). Ce groupe a également pour origine une contamination de l’homme par le gorille 
(Hemelaar 2012, D'Arc, Ayouba et al. 2015).  

 

 

 

 

Figure 2. Répartition mondiale des sous-types de VIH-1 du groupe M et des formes circulantes 
recombinantes ((Hemelaar 2012), adapté de (Hemelaar, Gouws et al. 2006)). Les diagrammes en 
secteurs représentent la distribution des sous-types et CRF du VIH-1 de 2004 à 2007 dans chaque 
région. Les surfaces relatives des diagrammes en secteurs correspondent aux nombres relatifs de 
personnes vivant avec le VIH-1 dans les régions. Les couleurs représentent les différents sous-types et 
CRF du VIH-1.  

On distingue un grand nombre de SIV qui continuent d’infecter les populations de singes 
mais qui n’ont jamais été transmis à l’homme (Sharp and Hahn 2011, Chahroudi, Bosinger et 
al. 2012). A ce jour, seules 39 parmi les 69 espèces de singes connues d’Afrique Subsaharienne 
infectées de manière endémique par une souche SIV spécifique de l'espèce ont été répertoriées 
(Bibollet-Ruche, Bailes et al. 2004, VandeWoude and Apetrei 2006). Une confirmation 
génétique a été attribuée à 32 espèces et le génome SIV complet est disponible pour 19 virus,   

West Africa (see below) [47–51]. Similarly, it was proposed
that CRF02_AG was in fact a ‘pure’ subtype and that
subtype G was actually a recombinant of fragments of
subtypes A, J and CRF02_AG [52,53]. However, others
have confirmed CRF02_AG as a recombinant of subtypes
A and G [54]. Moreover, the estimated tMRCAs of subtypes
A and G precede those of CRF01_AE and CRF-2_AG (Table
1), and the nomenclature has remained unchanged [Los
Alamos National Laboratory (http://www.hiv.lanl.gov/
content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html)].

Some CRFs (such as CRF01_AE and CRF02_AG) were
formed early on in the epidemic in Central Africa and
subsequently spread to other regions where they play
important roles in regional epidemics as well as globally,
whereas other CRFs were formed elsewhere in the world
(Tables 1 and 2) [55]. Recombination is ongoing in many
places in the world where different subtypes and CRFs
co-circulate, so-called ‘recombination hotspots’, continu-
ously giving rise to URFs. A high prevalence of URFs
(and the subtypes/CRFs involved) is found in West Africa
(CRF02, CRF06_cpx and CRF09_cpx) [49], Central Africa
(many different subtypes and CRFs) [51], East Africa (A,
C, D) [56], South America (B, F, C) [57], Cuba (B, G,
CRF18_cpx, CRF19_cpx) [58], China (B, C, CRF07_BC,

CRF08_BC) [59], and South and South-East Asia (B,
CRF01_AE) [60].

Once URFs are transmitted onwards in the population
they can give rise to new CRFs. For example, out of the
multitude of different unique B/F recombinants in South
America several B/F CRFs have become established (Table
2). Some CRFs have recombined further with other sub-
types or CRFs giving rise to so-called second generation
recombinants (SGRs) (Table 2).

With increased global availability of sequencing tech-
niques, it has become apparent that recombinant forms are
widespread and increasing as a proportion of the total
number of HIV-1 infections. Recombinants are currently
estimated to be responsible for at least 20% of HIV-1
infections worldwide [55].

Central Africa is the epicentre of the global HIV
epidemic
The different subtypes and recombinants have distinct
global distribution patterns (Figure 2) [55]. All HIV-1
group M ‘pure’ subtypes were found early in the epidemic
in Central Africa in countries such as the DRC, Cameroon
and Central African Republic (CAR) (Figure 2), further
evidence of the origin of the HIV epidemic in Central Africa
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Figure 2. Global distribution of HIV-1 subtypes and recombinants. In the main figure, pie charts representing the distribution of HIV-1 subtypes and recombinants from 2004
to 2007 in each region are superimposed on the regions. The relative surface areas of the pie charts correspond to the relative numbers of people living with HIV in the
regions. The colours representing the different HIV-1 subtypes and recombinants are indicated in the legend on the left-hand side of the figure. The HIV-1 subtype
distributions found around the world and within Central African countries are shown in the insets of the main figure, as indicated. Reproduced and adapted with permission
from [55].
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suggérant que bon nombre des 30 espèces de singes restantes  hébergent elles aussi des virus 
SIV qui restent encore à décrire (Bibollet-Ruche, Bailes et al. 2004).  

I. 3. Etapes de l’infection par le VIH-1  

I. 3. a. Les modes de transmission de l’infection par le VIH-1 

La transmission du VIH-1 se fait principalement par contact sanguin, soit par échange de 
différents fluides corporels comme le sperme, les sécrétions vaginales, soit de la mère à l’enfant 
lors de l’accouchement  ou via le lait maternel. Les principales portes d’entrée sont les 
muqueuses (rectale, vaginale, buccale) et la voie sanguine (peau lésée, voie intraveineuse) 
(Shaw and Hunter 2012). Plus de 80% des infections chez les adultes surviennent après une 
exposition sexuelle via les voies génitales ou la muqueuse rectale ou orale (Kaul, Pettengell et 
al. 2008, Cohen, Shaw et al. 2011), (40% des cas chez les femmes, 70% chez les hommes). Le 
risque de transmission sera d’autant plus élevé que la source de contamination contient une 
grande quantité de virus et/ou de cellules infectées. 

I – 3. b. Les stades de l’infection par le VIH-1 

L’infection par le VIH-1 passe par 3 stades successifs : une primo-infection suivie d’une phase 
de latence clinique qui évoluera en quelques années en stade « SIDA » (Figure 3).  

Phase de primo-infection: La période suivant l’entrée du virus dans l’organisme est la «primo-
infection». Cette phase dure entre 2 et 5 semaines et correspond à une réplication accrue du 
virus dans les lymphocytes T CD4+ du site initial d’infection et à une dissémination massive et 
rapide vers divers tissus et organes (McMichael, Borrow et al. 2010, Coffin and Swanstrom 
2013). Ce stade est caractérisé par un pic de charge virale dans le sang pouvant dépasser 10 
millions de copies d’ARN viral/ml, et une chute de lymphocytes T CD4+ dans le sang (<300 
cellules/µL) et les tissus lymphoïdes. Cette phase est souvent symptomatique. Des signes tels 
qu’une fièvre élevée, un syndrome pseudo-grippal ou une polyadénopathie peuvent se 
manifester. Puis ces symptômes disparaissent de façon spontanée (Coffin and Swanstrom 
2013). A ce stade, le diagnostic est essentiel dans le but d’une prise en charge précoce et de la 
prévention de la transmission. En l’absence de traitement c-ART (combination Antiretroviral 
Therapy), la virémie sanguine atteint son pic après 3 à 4 semaines post-exposition et décline   



	 	 	 	 	22	

spontanément pendant quelques mois avant d’atteindre un stade de stabilité (McMichael, 
Borrow et al. 2010). 

Phase de latence clinique : Cette phase est caractérisée par un équilibre entre la réplication 
virale qui se stabilise et les défenses immunitaires de l’organisme, associant une réponse 
humorale spécifique (apparition des premiers anticorps spécifiques des protéines de VIH-1) 
(Fiebig, Wright et al. 2003) et une réponse cellulaire faisant intervenir les lymphocytes T 
CD4+ (Oxenius, Fidler et al. 2001, Gloster, Newton et al. 2004, Lubong Sabado, Kavanagh et 
al. 2009) et les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ (Borrow, Lewicki et al. 1994, Pantaleo, 
Demarest et al. 1994, Wilson, Ogg et al. 2000). 

Figure 3. Cinétique de paramètres immunologiques et virologiques dans l’infection par le VIH-1 (An 
and Winkler 2010). 

Cette phase est la plus longue de la maladie et peut durer très longtemps voir une vingtaine 
d’années sans manifestations cliniques. Pendant cette phase relativement stable, le virus 
s’adapte à la pression immunitaire par l’apparition des premières souches virales mutantes 
échappant à la reconnaissance par le système immunitaire et induisant à leur tour de nouvelles 
réponses spécifiques (Koup, Safrit et al. 1994, Price, Goulder et al. 1997, Wilson, Ogg et al. 
2000). Tout au long de l’infection, alors que le virus continue de se diversifier, le système 

Figure 1.
A typical natural course of HIV infection. (i) Individual infected with HIV-1; (ii) Acute
phase lasting for 6-12 weeks with flu-like symptoms, peak viral load and drop in CD4+ T
cells; (iii) Chronic asymptomatic phase last on average for 7-10 years; following the acute
phase, viral replication reaches a steady level known as ‘set point’; (iv) AIDS onset is
associated with increasing viral replication and declining CD4+ cells decline to < 200/mm3;
time to the AIDS onset vary in individuals ranging from as little as 2 years to more than 15
years after seroconversion. The figure was modified from Ref[84].
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immunitaire s’active de façon chronique et perd peu à peu ses capacités de régénération. De 
plus, la charge virale augmente très lentement et le taux de lymphocytes T CD4+ reste proche 
des valeurs normales. A terme, cette phase chronique se caractérise par un équilibre instable 
entre activation, mort et remplacement des cellules immunitaires et production/élimination 
des particules virales. Puis le nombre de lymphocytes T CD4+ dans le sang chute 
progressivement jusqu’à passer sous la barre des 200 cellules/µL, ce qui coïncide avec 
l’apparition de symptômes cliniques (Coffin and Swanstrom 2013). 

Phase de maladie « SIDA » : En l’absence de traitement c-ART, les patients infectés par le 
VIH-1 évoluent majoritairement vers la phase SIDA, avec un taux de mortalité supérieur à 
95%. Cette phase est marquée par la destruction des organes lymphoïdes, associée à une 
déplétion profonde de l’immunité cellulaire signant une profonde immunodépression (Coffin 
and Swanstrom 2013). A ce stade d’irréversibilité, surviennent des infections opportunistes 
(pneumocystose, toxoplasmose, infections à mycobactéries, atteintes viscérales par le 
cytomégalovirus, etc) et/ou des maladies cancéreuses (lymphomes malins non Hodgkiniens, 
sarcomes de Kaposi, etc).  

I. 3. c. La dissémination du virus 

Après contamination par voie muqueuse, le VIH-1 va se disséminer et rentre en phase 
d’éclipse qui dure une à deux semaines, au cours de laquelle le virus n’est pas encore détectable 
dans le plasma sanguin (Lee, Giorgi et al. 2009). Le virus se dissémine dans les différents 
organes contenants des cellules cibles via les cellules dendritiques (DCs) et les macrophages 
dans lesquels sont accumulés des vacuoles de particules virales infectieuses (Sharova, Swingler 
et al. 2005), ce qui permet le transfert du virus vers les lymphocytes T CD4+ cibles par le biais 
de synapses virologiques, qui à leur tour, vont migrer vers les ganglions proximaux (Lore, 
Smed-Sorensen et al. 2005, Russell, Martin et al. 2013). Les DCs infectées sont retrouvées 
dans les 24 heures post-contamination dans les ganglions lymphatiques drainants (Hu, 
Gardner et al. 2000). Les principaux organes infectés sont les organes lymphoïdes secondaires, 
dont les tissus lymphoïdes associés à la muqueuse du tube digestif (GALT, gut-associated 
lymphoid tissues), les tissus lymphoïdes pulmonaires, les ganglions et la rate, hébergeant 98% 
des lymphocytes T CD4+. Les organes lymphoïdes primaires tels que la moelle osseuse et le 
thymus, et les organes tels que le système nerveux central, le tractus génital et le foie, qui 
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représentent des lieux de résidence des différentes cellules immunitaires, sont eux aussi 
rapidement infectés par le virus (Haase 1999, Lackner and Veazey 2007). La dissémination du 
VIH-1 aux organes lymphoïdes secondaires est rapide (Ribeiro Dos Santos, Rancez et al. 
2011) et associée à une réplication virale accrue et exponentielle en deux à quatre semaines 
(Lafeuillade, Poggi et al. 1997, Lackner and Veazey 2007). 

I. 4. VIH-1: Structure et diversité du virus   

I. 4. a. L’organisation des particules virales  

Le VIH-1 est un virus enveloppé de la famille des Retroviridae, appartenant à la sous-famille 
des lentivirus, d’une centaine de nanomètres de diamètre dont la capside renferme un génome 
diploïde qui se présente sous la forme de deux copies d’ARN simple brin de polarité positive 
(Sharp, Bailes et al. 2001, Kuznetsov, Victoria et al. 2003). Au cours du cycle de réplication 
des rétrovirus, l’ARN est rétro-transcrit en ADN viral par une transcriptase inverse du virus 
(Hu and Hughes 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Organisation des particules rétrovirales (Robinson 2002).  
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in more distantly related subtypes, such as A or C12,20. So,
T-cell responses have good cross-reactivity within a sub-
type and some cross-reactivity across subtypes. Because
T-cell responses are restricted to peptides that are pre-
sented on MHC, each vaccinated individual recognizes
only those peptides that are presented by his or her MHC
(about 5% of the defined epitopes).

CD8+ T cells (cytolytic T cells) directly combat infec-
tions, whereas CD4+ T cells (helper T cells) provide
growth factors and co-stimulatory molecules that sup-
port the activation and maintenance of CD8+ T cells .
CD8+ T cells clear infections by lysing infected cells18.
They also act by suppressing proviral expression through
the release of antiviral cytokines, such as tumour-
necrosis factor (TNF) and interferon-γ (IFN-γ)21–23.
Both CD8+ and CD4+ T cells can block the local spread
of HIV by producing chemokines that interfere with the
activity of co-receptors for viral entry22,24,25. HIV can
escape T-cell responses by mutating sequences within its
target epitopes26,27. Studies in macaques show a direct
correlation between the number of days to death and
the number of CD8+ T-cell epitopes that are recognized
by an individual macaque17. So, as with antiretroviral
drugs, for which multi-drug therapy is more effective
than single-drug therapy, to be effective, T-cell responses
need to be directed against several HIV-1 sequences. The
importance of CD8+ T cells for the control of viral infec-
tions has been best shown in macaques, in which the
depletion of CD8+ T cells results in the emergence of
high levels of viraemia28,29. The importance of CD4+

T cells is shown by the natural history of AIDS, in which
patients progress to disease when they have lost >80%
of their CD4+ T cells.

Proteins that are produced inside cells are the best
substrates for raising CD8+ T cells, because these pro-
teins have access to pathways for processing and presen-
tation by class I MHC. In the past, the vaccines that have
successfully raised specific T cells have been of the live-
attenuated type. However, for immunodeficiency
viruses, live-attenuated vaccines have been problematic.
Vaccines with sufficient replication capacity to effec-
tively immunize can be virulent in newborns30 and,
occasionally, revert to virulence in adults31. So, vaccines
that consist of only a portion of a pathogen or a replica-
tion-defective mimic of the pathogen are the current
preferred candidates for AIDS vaccines. For these to
effectively raise CD8+ T cells, they need to be expressed
in cells. This has been achieved using DNA VACCINES and
live viral vectors.

Promising vaccine strategies
All of the vaccines that have achieved recent success have
been designed to induce cell-mediated immunity. These
vaccines include interleukin-2 (IL-2)-ADJUVANTED DNA
vaccines32; regimens consisting of DNA priming fol-
lowed by recombinant modified vaccinia Ankara
(rMVA)33 or recombinant human adenovirus 5 (Ad5)
boosters34 (DNA–rMVA or DNA–Ad5 vaccines); and
vaccines that use rMVA35 (R. R. Amara et al., unpub-
lished observations) or Ad5 (REF. 34) for both priming
and boosting immunizations (rMVA-only or Ad5-only

CD8+ T cells recognize peptides of 8–11 amino acids pre-
sented by class I MHC, whereas CD4+ T cells recognize
sequences of 10–14 amino acids presented by class II
MHC. These peptides originate from conserved, as well
as variable, regions of HIV proteins (FIG. 1a). About 60%
of the ~200 CD8+ T-cell epitopes that have been defined
for subtype B of HIV-1 are conserved within subtype B,
whereas only about 30% of these epitopes are conserved
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Figure 1 | Structure of HIV-1. a | Schematic of HIV-1 showing the envelope glycoproteins that
are targets for neutralizing antibodies and the structural, as well as enzymatic, proteins that are
targets for T cells. The longest three reading frames of the virus transcribe the Gag, Env and Pol
polyproteins. The Gag polyprotein is processed into MA, CA, NC and p7, which make up the
inner core of the viral particle. Glycoprotein 120 (gp120; SU) and gp41 (TM) are derived from the
envelope (Env) polyprotein and are the outer membrane proteins of the virus. Processing of the
polymerase (Pol) polyprotein yields the enzymes protease (PR), reverse transcriptase (RT) and
integrase (IN), which are encapsulated in the core of the inner particle. The accessory proteins Vif,
Vpr and Nef are encoded by three other reading frames in the virus. The surface envelope
glycoprotein is glycosylated at 25–30 sites, and contains three variable loops that mask receptor-
binding sites. Adapted, with permission, from REF. 115. © (1998) Academic Press. b | Schematic
depicting conformational changes of the gp120 subunit of Env that expose the conserved CD4-
and co-receptor-binding sites. The ‘3’ symbolizes the 3-fold axis, from which gp41 interacts with
gp120 to generate a functional trimer. The left-hand schematic depicts the form of gp120 on the
surface of a virion. The CD4-binding site is partially occluded by variable loops 1 and 2 (V1/V2) —
shown in orange. The middle form represents a conformational change that is depicted as an
inner–outer domain shift, with the purple shape denoting the formation of the CD4-binding cavity.
The right-hand schematic depicts a third conformational form, in which the gp120 ‘bridging
sheet’ and sequences in the third variable loop (shown in green) bind to the chemokine co-
receptor. Adapted, with permission, from Nature (REF. 5) © (1998) Macmillan Magazines.



	 	 	 	 	25	

La particule virale est délimitée par une membrane lipidique provenant de la membrane 
plasmique de la cellule productrice, au niveau de laquelle sont localisées les glycoprotéines 
d’enveloppe transmembranaire gp41 et de surface gp120 (Scarlata and Carter 2003). Au sein 
de la particule, la protéine de matrice (MA) tapisse la surface interne de cette enveloppe 
lipidique, suivie de la protéine de capside (CA) virale qui vient former une seconde structure 
sous-jacente, de forme trapézoïdale caractéristique. Cette dernière contient les deux brins 
d’ARN viraux enroulés dans la nucléocapside (NC), des enzymes virales, notamment la 
protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et l’intégrase (IN), en plus de certaines protéines 
virales dites accessoires et de composés nécessaires à la transcription inverse du génome viral 
(Figure 4) (Scarlata and Carter 2003, Karlsson Hedestam, Fouchier et al. 2008) 

I. 4. b. L’organisation du génome viral 

Le génome du VIH-1 possède 9 cadres ouverts de lectures répartis sur un peu moins de 10kb 
d’acides nucléiques. Il code pour 3 grands types de protéines : les protéines de structure, les 
protéines régulatrices et les protéines accessoires (Figure 5) (Greene and Peterlin 2002).  

Les protéines de structure sont codées par trois cadres ouverts de lecture : Gag, Pol et Env. 
Gag (Group Antigen Specific) est clivé en protéines de matrice, de capside et de 
nucléocapside (MA, CA et NC précédemment évoquées). Pol (Polymérase) est traduit sous la 
forme d’une polyprotéine Gag-Pol, et code pour les enzymes virales impliquées dans la 
transcription inverse du génome viral (Transcriptase inverse, RT), son intégration dans le 
génome cellulaire (Intégrase, IN) et la maturation des particules virales (Protéase, PR). Enfin, 
le précurseur Env (Envelop) est clivé en gp120 et gp41 (Freed 2015).  

Figure 5. Représentation du génome du VIH-1 
(https://en.wikipedia.org/wiki/Structure_and_genome_of_HIV). 

La protéine régulatrice du VIH-1 Rev (Regulator of virion Protein Expression) est impliquée 
dans l’export des ARNm viraux tandis que Tat (Trans-Activator of Transcription) permet   
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d’induire la transcription du génome viral (Scarlata and Carter 2003). Les protéines du VIH-1 
Vif, Vpr et Vpu  ont été qualifiées d’accessoires car elles ne sont pas nécessaires pour la 
réplication virale mais elles jouent en réalité un rôle fondamental dans la pathogenèse en 
favorisant l’infection des cellules hôtes, notamment en contrecarrant l’activité des facteurs de 
restriction (Altfeld and Gale 2015, Jia, Zhao et al. 2015, Simon, Bloch et al. 2015), et la 
dissémination du virus vers d’autres cellules cibles (Greene and Peterlin 2002). Ces protéines 
accessoires diffèrent selon le lentivirus et représentent des marqueurs décrivants l’histoire 
évolutive des souches virales. L’organisation des génomes de l’ensemble des VIS et VIH révèle 
que l’ensemble des virus de l’immunodéficience codent pour trois protéines accessoires 
communes : Vif, Vpr et Nef. Le VIH-2 et les SIV qui lui sont apparentés (VISSM et VISMAC) 
codent en plus pour la protéine Vpx (développée plus loin) tandis que VIH-1 et les VIS qui 
lui sont apparentés (VISCPZ et VISGOR) codent pour la protéine Vpu.  

I. 4. c. Les cibles cellulaires du VIH-1  

L’infection par le VIH-1 est une infection chronique caractérisée par l’élimination drastique 
des lymphocytes T CD4+ circulants (LT CD4+) associée à une intense charge virale dans 
l’organisme, signant un épuisement profond du système immunitaire avec perte de ses 
capacités de régénération (Rowland-Jones 2003, Coffin and Swanstrom 2013). La déplétion 
des LT CD4+ est très vite devenue le principal marqueur de la progression de la maladie et de 
l’immunodépression liée au VIH-1. Lorsque le nombre absolu de LT CD4+ du sang 
périphérique baisse en dessous d’un seuil de 200 LT par mm3, l’individu devient vulnérable à 
de multiples infections opportunistes (Rowland-Jones 2003).  

La capacité du virus à cibler particulièrement les LT CD4+ s’explique par l’expression à leur 
surface du récepteur à forte affinité pour le virus: la glycoprotéine CD4 (Dalgleish, Beverley et 
al. 1984, Klatzmann, Champagne et al. 1984, Zhu, Liu et al. 2006), en combinaison avec un 
corécepteur: CXCR4 (C-X-C motif Chemokine receptor type 4) ou CCR5 (C-C motif 
chemokine receptor type 5) (Wilen, Tilton et al. 2012) comme détaillé ci-dessous. Les 
macrophages et les DCs expriment eux aussi la molécule CD4 et les corécepteurs à l’infection, 
et constituent des cibles du VIH-1 (Dalgleish, Beverley et al. 1984, Popov, Chenine et al. 
2005, Coleman and Wu 2009, Shen, Richter et al. 2009).   
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I. 4. d. Le cycle de vie du virus  

La durée moyenne d’un cycle de réplication virale est estimée à 2 jours dans le pool de 
lymphocytes T CD4+ à réplication active (Perelson, Neumann et al. 1996). L’entrée du VIH-
1 dans la cellule cible est médiée par l’interaction entre la protéine d’enveloppe gp120 et la 
glycoprotéine CD4 exprimée à la surface des cellules cibles. La reconnaissance d’un des 
corécepteurs aux chimiokines CCR5 ou CXCR4 par la gp120 est également nécessaire pour 
une fusion complète de la membrane virale avec la membrane plasmique de la cellule (Klasse 
2012). Les cibles cellulaires potentielles du VIH-1 expriment donc pour la plupart la 
glycoprotéine CD4 en combinaison avec CCR5 et/ou CXCR4, comme décrit précédemment. 

 

Figure 6. Cycle de vie du VIH-1 dans une cellule hôte (Musumeci, Riccardi et al. 2015). 

Après fusion des membranes, la capside est démantelée et le génome viral est libéré dans le 
cytoplasme avant d’être rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNc) par la transcriptase 
inverse du virus (Klasse 2012). Ce double brin d’ADN possède à ses extrémités des séquences 
répétées terminales appelées « Long Terminal Repeat » (LTR) (Fassati and Goff 2001). Les 
étapes susmentionnées vont permettre la mise en place d’un Complexe de Pré-intégration  
(PIC) contenant l’ADNc, appelé provirus, afin d’être transloqué dans le noyau (Marini, 
Kertesz-Farkas et al. 2015). Cependant, cette étape d’intégration ne concerne qu’une minorité   
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Figure 1. Schematic representation of the replication cycle of HIV (reproduced from Ref. [9] 
with permission of Nature Publishing Group). The infection begins when the glycoprotein 
gp120, exposed on the surface of the HIV envelope (Env), recognizes and interacts with the 
receptor CD4 and the membrane-spanning co-receptor CC-chemokine receptor 5 (CCR5) 
(step 1), leading to fusion of the viral and cellular membranes and entry of the viral particle 
into the cell (step 2). Partial core shell uncoating (step 3) facilitates reverse transcription 
(step 4), which in turn yields the pre-integration complex (PIC). Following import into the 
cell nucleus (step 5), PIC-associated integrase leads to the formation of the integrated 
provirus, aided by the host chromatin-binding protein lens epithelium-derived growth 
factor (LEDGF) (step 6). Proviral transcription (step 7), mediated by host RNA polymerase 
II (RNA Pol II) and positive transcription elongation factor b (P-TEFb), yields viral mRNAs 
of different sizes, the larger of which require energy-dependent export to leave the nucleus 
via host protein CRM1 (Chromosomal Region Maintenance 1 protein, also known as 
Exportin 1) (step 8). mRNAs serve as templates for protein production (step 9), and 
genome-length RNA is incorporated into viral particles with protein components (step 10). 
Viral-particle budding (step 11) and release (step 12) from the cell is mediated by ESCRT 
(endosomal sorting complex required for transport) complexes and ALIX (ALG-2-interacting 
protein X) and is accompanied or soon followed by protease-mediated maturation (step 13) 
to create an infectious viral particle. Each step in the HIV life cycle is a potential target for 
antiviral intervention; the sites of action of clinical inhibitors (white boxes) and cellular 
restriction factors (blue boxes) are indicated. INSTI, integrase strand transfer inhibitor; LTR, 
long terminal repeat; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; NRTI, nucleoside 
reverse transcriptase inhibitor. 

Analysis of the HIV genome highlights the presence of several G-rich regions that can potentially 
form G4 structures at both RNA and DNA levels, with implications throughout the viral life cycle [5]. 
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de l’ADN viral. En effet, une grande majorité de l’ADN viral reste dans le noyau sous forme 
non intégrée (circulaire ou linéaire) en particulier sous forme d’ADN viral circulaire à 1 ou 2 
LTR. Ces formes virales sont considérées comme une voie sans issue du cycle de réplication et 
représentent des sous-produits du processus d’intégration se trouvant exclusivement dans le 
noyau (Sharkey, Teo et al. 2000, Sloan and Wainberg 2011).  

Une fois le provirus importé dans le noyau, l’intégrase virale permet l’insertion de l’ADN viral 
linéaire dans le génome de  la cellule hôte, le plus souvent au niveau d’introns de gènes 
activement transcrits (Han, Lassen et al. 2004, Craigie and Bushman 2012). 

L’intégrase représente une cible thérapeutique majeure (Dubey, Satyanarayana et al. 2007) car 
les mécanismes moléculaires impliqués dans cette étape du cycle viral sont connus (Craigie 
2001, Delelis, Carayon et al. 2008). Ainsi, l’intégration du provirus dans le génome cellulaire 
lui confère une protection de toute attaque par le système immunitaire, celui-ci se réplique en 
même temps que l’ADN cellulaire. En effet, l’ADN proviral représente la forme la plus stable 
de l’ADN VIH-1 qui demeure indéfiniment dans le génome de la cellule hôte et qui sert de 
matrice pour la transcription virale (Krishnan and Engelman 2012).  

La transcription virale est dépendante de l’état d’activation des cellules car l’accès des facteurs 
de transcription virale au site d’initiation de la transcription est limité dans les cellules 
quiescentes du fait de la structure compactée de la chromatine. Lors de l’activation, le provirus 
est transcrit par des facteurs cellulaires en ARN viraux pour être exportés hors du noyau puis 
traduits dans le cytoplasme pour donner les différentes protéines virales nécessaires à 
l’assemblage de la particule virale. Cette particule virale s’enveloppe en utilisant les 
composants de la membrane cellulaire et ses propres glycoprotéines de surface puis 
bourgeonne afin d’être relarguée hors de la cellule (Lehmann-Che and Saib 2004). Ce 
bourgeonnement permet la formation de particules virales immatures qui ne deviendront 
infectieuses qu’après clivage des précurseurs Gag et Gag-Pol par la protéase virale (Sundquist 
and Krausslich 2012). Le cycle viral est représenté en figure 6.  
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I. 4. e. La diversité virale et la notion de compartimentation 

Le VIH-1 présente une grande diversité virale génétique et antigénique qui s’exprime 
également en intra-individuel. La mutation et la recombinaison sont les principaux 
mécanismes à la base de la diversité génétique et de l'évolution de la pandémie du VIH-1 
(Najera, Delgado et al. 2002, Thomson and Najera 2005). Chez un individu infecté, les 
millions de copies virales qui circulent présentent des séquences variables : le cycle réplicatif 
du VIH-1 nécessite le recours à une transcriptase inverse - ARN viral rétro-transcrit en ADN 
viral - dont l’absence d’activité exonucléasique – activité de relecture - engendre de 
nombreuses erreurs de transcription. En effet, la transcriptase inverse n'a pas d'activité 
régulatrice pour la 3'-exonucléase et ne peut donc pas garantir que l'ADN transcrit est une 
copie fidèle de l'ARN (Perelson, Neumann et al. 1996). On estime environ une erreur sur 10 
000 nucléotides transcrits, soit 0,2 à 2 mutations par génome par cycle réplicatif (Domingo 
1998, Korber, Gaschen et al. 2001). Ce taux de mutations est à mettre en rapport avec la 
dynamique de réplication du virus : chaque jour, environs dix milliards de particules virales 
sont produites, entrainant l’accumulation de très nombreuses mutations et de séquences virales 
génétiquement différentes (Figure 7). 

Figure 7. VIH-1 et quasi-espèce virale (Lauring and Andino 2010). Du fait des erreurs de 
transcription répétées et de l’intensité de la réplication virale, les séquences génétiques des virions 
produits évoluent avec le temps et la population virale globale devient de plus en plus hétérogène chez 
un même individu.   

in which mutation generates a swarm of candidate genomes that is
pruned by natural selection. According to population genetics, the
frequency of a given variant in a population is closely
approximated by its ability to survive and reproduce—its fitness.
In quasispecies formulations, where mutation rates are elevated,
frequency is also subject to the probability that the variant will be
generated de novo by mutation of its neighbors in sequence space
[12]. In RNA viruses, the contribution of mutation to genotype
frequency is significant, and variants are ‘‘coupled’’ in sequence
space [18]. That is, a low fitness variant can be maintained at a
higher than expected frequency because it is coupled to a well-
represented, higher fitness genotype in sequence space. The
phenomenon of mutational coupling is one of the defining
characteristics of a quasispecies, as it places individual mutants
within a functional network of variants [2].

Viral populations evolve within a fitness landscape where the
‘‘ground level’’ is a representation of the range of genotypes in
sequence space. The ‘‘altitude’’ at any given location is the fitness
associated with that particular genotype. The environment and its
selective pressures determine the contours of the corresponding
landscape, and adaptation to an environment involves a
mutational walk from one point in the fitness landscape to another
(Figure 2A). In quasispecies theory, a network of mutationally
coupled variants will span the corresponding peaks and valleys of
the fitness landscape. A fast replicating population well suited to a
given environment will inhabit a high and narrow peak in the
fitness landscape, while a less fit but more genetically diverse
population will occupy a lower, broader one.

A viral quasispecies, then, is a cloud of diverse variants that are
genetically linked through mutation, interact cooperatively on a
functional level, and collectively contribute to the characteristics of
the population. The unit of selection is the population as a whole,
and the nature of the functional interactions among genetically
distinct variants is therefore of critical importance to pathogenesis
in infected hosts. These effects and their biomedical implications
are described below.

The Problem of Fitness and Survival of the
Flattest

Mutation and selection are the most fundamental processes in
evolution. In Darwinian evolution, natural selection acts on
existing genetic variation to optimize fitness. Conceptually, fitness
refers to how well a given organism ‘‘fits’’ into its environment,
often reflected in how well it survives and reproduces [19]. In
experimental settings, precise fitness measurements are para-
mount, and virologists typically use replicative capacity as a
surrogate for fitness [20]. While replication is useful as a first
approximation, other factors such as immune escape, transmissi-
bility, and cellular tropism are important components of fitness in
the dynamic host environment [21]. Furthermore, because
quasispecies theory adds the complexity of mutant networks, we
must incorporate a population-based model into our fitness
definition.

Measuring the fitness of individual variants within a population
may misrepresent the fitness of a quasispecies. Early experiments with
vesicular stomatitis virus (VSV) established that high fitness variants
could be suppressed to low levels within a complex population [22].
Conversely, longitudinal studies of dengue virus isolates have
identified defective clones that are stably maintained at a high
frequency in the population [23]. Further consideration of the fitness
landscape model may explain these paradoxical results (Figure 2B).
Consider two populations, generated from either a fast replicator or a
slower one. At low mutation rates, the fast replicator will triumph
because its progeny are genetically identical and generated more
quickly. In the fitness landscape, this population occupies a tall,
narrow peak, where there is little genotypic diversity and maximal
fitness. In RNA viruses, elevated mutation rates mean that a fast
replicator will give rise to genetically diverse progeny, many of which
are significantly less fit than the parent. Quasispecies theory predicts
that slower replicators will be favored if they give rise to progeny that
are on average more fit; these populations occupy short, flat regions of
the fitness landscape [18]. This effect, termed survival of the flattest,

Figure 1. RNA viruses exist as a quasispecies. A virus replicating with a high mutation rate will generate a diverse mutant repertoire over the
course of a few generations. In these trees, each branch indicates two variants linked by a point mutation and the concentric circles represent serial
replication cycles. The resulting distribution is often represented as a cloud centered on a master sequence. This two dimensional schematic is a vast
oversimplification of the intraquasispecies connectivity. In the mathematical formulations of quasispecies theory, sequence space is
multidimensional, with numerous branches between variants.
doi:10.1371/journal.ppat.1001005.g001
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Chez un même individu, l’ensemble de ses séquences constitue une population virale qualifiée 
de « quasi-espèce virale » comportant un variant majoritaire largement représenté, et de 
multiples variants minoritaires (Lauring and Andino 2010). La quasi-espèce évolue aussi 
selon les pressions thérapeutiques et immunitaires exercées. La variabilité virale est différente 
selon les régions du génome, qui sont en général plus ou moins conservées. La séquence qui 
code pour la gp120 –glycoprotéine d’enveloppe- est une région très variable. Ce 
polymorphisme est un moyen d’échappement du virus au système immunitaire. La boucle V3 
est une zone hypervariable au sein de la gp120 qui joue un rôle dans la fixation du virus à son 
récepteur. Son étude permet l’analyse de la variabilité des quasi-espèces chez un même 
individu, mais également entre individus (Morris, Marsden et al. 1999). 

De nos jours, la réplication virale peut être contrôlée par l’utilisation de traitements c-ART. 
Une charge virale plasmatique indétectable signe ce contrôle mais ne permet en aucun cas 
l’éradication du VIH-1 dans l’organisme (Richman, Margolis et al. 2009, International, 
Deeks et al. 2012). En effet, dés lors que la pression thérapeutique est levée (en cas 
d’interruption du traitement), le « rebond viral » est systématique et rapide (Davey, Bhat et al. 
1999, Pinkevych, Cromer et al. 2015, Li, Etemad et al. 2016). Ce rebond de charge virale est 
la preuve incontestable de la persistance du virus et de la mise en place d’un réservoir pour le 
VIH-1 malgré les traitements c-ART (Kulpa and Chomont 2015). Dès les premières 
semaines de l’infection par le VIH-1, le génome viral s’intègre dans le génome de cellules dites 
« réservoirs » : les lymphocytes T CD4 mémoires quiescents, à demi-vie longue, permettent la 
persistance virale à très long terme. Par ailleurs, les réservoirs sont des cellules ou des sites 
anatomiques où le VIH-1 ou des cellules infectées par le VIH-1 survivent car la cinétique 
virale est plus lente que celle du sang périphérique. Ces réservoirs viraux protègent le VIH-1 
des réactions immunitaires spécifiques et du traitement c-ART créant ainsi un environnement 
propice à la persistance virale (North, Higgins et al. 2010, Karris and Smith 2011). 

Des études ont pu montrer au cours du temps, une stabilité des séquences virales intégrées 
dans le génome des cellules réservoirs, autrement dit, l’absence d’évolution génétique et donc 
de diversité nouvellement créée, y compris après de nombreuses années de contrôle de la 
virémie par les antirétroviraux (Josefsson, von Stockenstrom et al. 2013, Kearney, Wiegand et 
al. 2016). Par ailleurs, lorsque le génome du VIH-1 acquiert des mutations de résistance aux 
molécules antirétrovirales, en cas d’observance imparfaite par exemple, les séquences mutées 
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s’intègrent pareillement aux génomes des cellules réservoirs : il s’agit des « mutations archivées 
» dont la présence empêche le recyclage futur des traitements dont l’efficacité est affectée par 
ces mutations. L’établissement d’un tel réservoir a jusqu’à présent mis en défaut toutes les 
stratégies dites d’éradication virale mais constitue à l’heure actuelle un axe majeur et 
prometteur de recherche. Dans ce contexte, un consortium s’est mis en place avec un 
programme de « HIV CURE » dans le but d’éradiquer le réservoir VIH-1 (Deeks, Lewin et 
al. 2016). 

Le sang périphérique permet l’étude de la dynamique de l’infection par le VIH-1 (mesure de 
la charge virale plasmatique ou de l’ADN viral) mais il ne la reflète que partiellement. En 
effet, la réplication du virus n’est pas homogène dans tout l’organisme : on parle alors de 
compartimentation. Certains organes, tels que le système nerveux central (SNC), le tractus 
génital et le tissu lymphoïde gastro-intestinal, constituent les compartiments anatomiques, et 
de ce fait, virologiques qui permettent au VIH-1 de persister malgré le traitement c-ART. 
Les compartiments sont définis comme des régions anatomiques qui restreignent le flux 
génétique du VIH-1, permettant ainsi l'évolution virale et la divergence par rapport au virus 
circulant dans le sang périphérique (North, Higgins et al. 2010, Karris and Smith 2011). 
Plusieurs études ont montré des différences entre les séquences de VIH-1 de différents 
compartiments (différentes quasi-espèces virales), tels que le sang, le SNC, le tractus génital, 
la rate, les ganglions lymphatiques, les poumons, les reins et d’autres tissus (Epstein, Kuiken 
et al. 1991, Haggerty and Stevenson 1991, Hughes, Bell et al. 1997, Marras, Bruggeman et al. 
2002), ainsi que de sous-compartiments d'un tissu donné, tels que la pulpe blanche et la pulpe 
rouge de la rate (Gratton, Cheynier et al. 2000) ou du lobe frontal, des ganglions de la base et 
du lobe temporal médian du cerveau (Shapshak, Segal et al. 1999). Les quasi-espèces virales 
de ces divers compartiments peuvent différer entre elles par leur tropisme cellulaire, leur 
diversité et leurs résistances aux traitements c-ART (Si-Mohamed, Kazatchkine et al. 2000, 
Zhang, Rowe et al. 2002, Pillai, Pond et al. 2006). 

Le SNC constitue un réservoir important du VIH-1 (Haggerty and Stevenson 1991, Zarate, 
Pond et al. 2007, Karris and Smith 2011) au sein duquel les macrophages péri-vasculaires et la 
microglie constituent la principale source d'infection (Koenig, Gendelman et al. 1986, Price 
2000, Tyler and McArthur 2002). Les études montrent des séquences virales différentes dans 
le liquide céphalo-rachidien (LCR) et dans le sang d’un même patient, présentant des 
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mutations de résistance différentes, avec des cinétiques de réplication différentes, très en 
faveur d’une compartimentation (Harrington, Schnell et al. 2009, Chaillon, Gianella et al. 
2014). 

Les caractéristiques immunologiques spécifiques du SNC, l’existence d’une barrière 
anatomique entre le sang et le LCR: la barrière hémato-encéphalique (BHE), la mutation et 
la recombinaison rapides du VIH-1 et la faible pénétration des traitements c-ART dans le 
SNC jouent probablement un rôle important dans cette compartimentation du VIH-1 dans le 
SNC. Plusieurs caractéristiques constitutionnelles spécifiques au SNC appuient l’hypothèse 
selon laquelle le SNC est un site immunologiquement privilégié. En effet, la BHE est 
composée de cellules endothéliales qui limitent sélectivement le passage des composants 
cellulaires et des macromolécules de la circulation systémique au système nerveux central. Les 
cellules du système nerveux central expriment rarement des protéines aux propriétés 
immunologiques, telles que les CMH (complexe majeur d'histocompatibilité) de classe I et II. 
De plus, le système nerveux central est dépourvu de système lymphatique (Kreutzberg 1996, 
Shrikant and Benveniste 1996, Sedgwick, Ford et al. 1998). 

Des pressions thérapeutiques différentes dans les deux compartiments du sang et du SNC 
pourraient expliquer l’émergence de profils de résistance différents. En effet, une suppression 
incomplète du virus dans le SNC, provoquée par des facteurs tels que l’absence ou 
l’insuffisance de diffusion des traitements c-ART dans le SNC, peut favoriser les mutations 
virales et la résistance aux médicaments antirétroviraux. 

Le tractus génital masculin est anatomiquement isolé du sang par la barrière hémato-
testiculaire, ce qui confère au sperme un microenvironnement spécifique avec des 
particularités immunologiques, virologiques et pharmacologiques. Le sperme est constitué 
d’une fraction liquidienne (le liquide séminal) et d’une fraction cellulaire composée de 
spermatozoïdes et de cellules rondes du sperme (NSC pour non-spermatozoal cells), 
principalement représentée par des leucocytes : lymphocytes et macrophages. Dans le sperme, 
le réservoir viral est constitué par les NSC (Quayle, Xu et al. 1997, Nunnari, Otero et al. 
2002) et comme dans le sang, une pression antirétrovirale adaptée permet d’inhiber la 
réplication virale dans le sperme (Leruez-Ville, Dulioust et al. 2002), mais toute inobservance 
thérapeutique se solde par un rebond virologique (Choudhury, Pillay et al. 2002, Liuzzi, 
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D'Offizi et al. 2003, Costiniuk, Kovacs et al. 2013) et l’émergence de souches résistantes aux 
traitements c-ART. Plusieurs études comparatives de séquences virales issues du sang et du 
sperme ont permis l'isolement de quasi-espèces virales phylogénétiquement distinctes du 
sperme et du sang, et révélé une compartimentation du virus entre ces deux compartiments 
(Figure 8) (Zhu, Wang et al. 1996, Byrn and Kiessling 1998, Kiessling, Fitzgerald et al. 1998, 
Chaillon, Gianella et al. 2014). 

Figure 8. Populations de VIH-1 dans le sang et le tractus génital masculin (Anderson, Ping et al. 
2010). Il existerait une diffusion passive des virions du plasma sanguin (ronds rouges) vers le liquide 
séminal, du fait d’une barrière hémato-testiculaire semi-perméable (en pointillés noirs). Ces virions 
pourraient infecter les cellules-cibles du sperme (NSC), provoquant la production par amplification 
clonale de nouveaux virions, eux-mêmes infectants de nouvelles cellules. Cette réplication dans le 
sperme pourrait ainsi s’autonomiser et créer un véritable compartiment virologique, avec l’émergence 
de quasi-espèces virales (ronds bleus) génétiquement différentes de celles du sang. 

Les virus isolés du sang et du sperme ne présentent pas toujours les mêmes mutations de 
résistance (Mayer, Boswell et al. 1999, Eyre, Zheng et al. 2000, Ghosn, Viard et al. 2004, 
Liuzzi, Chirianni et al. 2004), en rapport avec une diffusion des antirétroviraux qui s’effectue 
de manière différente dans les deux compartiments, du fait des paramètres pharmacologiques 
qui différent d’une molécule à une autre (Taylor and Pereira 2001, Chan 2005).   

(Fig. 6) to account for virus in semen. An assumption of this model
is that viral populations within blood and semen are turning over
similarly, and this is supported by a recent report in the literature
showing similar decay kinetics of HIV-1 populations in blood and
semen in men who initiate antiviral therapy [47]. In addition, our
model is distinct from the semen being a viral reservoir, which is
associated with reduced levels of viral replication [48]. We suggest
that virus in the semen is derived from multiple sources. First,
there is direct import of virus from the blood compartment,
potentially without replication in the seminal tract, accounting for
virus that is fully equilibrated between the blood and seminal tract
compartments. Second, there is infiltration of individual infected
CD4+ cells or virions into pockets of uninfected target cells that
generate local foci of infection in the seminal tract, giving rise to
clonal amplification of virus in this compartment. Third, ongoing
local immune activation provides an environment that can support
sustained, autonomous virus replication giving rise to compart-
mentalized virus. We estimate that this distinct population can
replicate independently for a significant period of time, although
lack of information about the rate of evolution in the compartment
precludes a detailed analysis of the age of the population.

An alternative interpretation of the appearance of compart-
mentalization is that there is delayed equilibration between blood
and the seminal tract. In this circumstance a change in the
population in the blood would not immediately be reflected in the
semen, giving the transient appearance of compartmentalization.
We do not favor this interpretation since the complexity of the

virus in the semen can be quite high giving TMRCA values of
months to years. However, the analysis of longitudinal samples in
subjects displaying compartmentalization will be required to
resolve this issue.

An important unanswered question is the site within the seminal
tract where virus undergoes independent replication. A relevant
observation in this regard is that vasectomy does not preclude the
presence of virus in semen [49,50], suggesting that production of
significant amounts of virus occurs outside of the testis, and
implicating the seminal vesicles and prostate. Moreover, distal
genitourinary sources other than the prostate have been implicated
as the major source of seminal HIV-1 in men without urethritis or
prostatitis [51]. In the setting of the blood compartment, disease
progression is associated with higher levels of immune cell activation
[52]. This may reflect an increasing trend to fail to control viral
replication but with a continued response to the presence of viral
antigen. We suggest a similar process may occur in the seminal tract
and perhaps in other peripheral sites of viral replication. Recent
literature reports the existence of clonal amplification of HIV-1
sequence in other compartments, including the CSF [53], breast
milk [54], and cervicovaginal lavage fluid [55]. Thus, an influx of
activated immune cells into areas where virus suppression is
incomplete could lead to sustained viral replication and a distinct
evolutionary pathway. In this regard, the presence of activated
immune cell infiltrates that have been observed in the seminal tract
of SIV-infected macaques [18] provides the likely sites where viral
replication could occur in the male genital tract.

Figure 6. Model demonstrating HIV-1 populations in the blood and male genital tract. Target cells traffic from blood to the male genital
tract. A semi-permeable barrier separates blood from the genital tract that allows passage of some free virus and uninfected and infected cells.
Equilibration of blood and seminal plasma sequences occurs through direct import of sequences from blood to semen. Clonal amplification results
from establishment of a local focus of infection of anatomically isolated uninfected cells in the genital tract. Compartmentalization occurs when
resident cell populations in the male genital tract become infected and there is persistent local replication. Gray circle, HIV-1 infected target cell.
White circle, HIV-1 uninfected target cell. Red circle, blood-derived virus. Blue circle, male genital tract-derived virus.
doi:10.1371/journal.ppat.1001053.g006

HIV-1 Populations In Semen
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Les quasi-espèces de VIH-1 retrouvées dans le sperme proviendraient de deux mécanismes 
distincts : une replication autonome à partir des NSC indépendante de la réplication dans le 
sang, et une diffusion passive des souches virales du plasma sanguin vers le liquide séminal 
(Anderson, Ping et al. 2010). 

Par ailleurs, des études ont montré que le VIH-1 pouvait également être détecté dans le 
tractus génital féminin malgré une charge virale indétectable dans le sang périphérique (sous- 
c-ART) (Kovacs, Wasserman et al. 2001, Chomont, Hocini et al. 2007), et que les séquences 
virales isolées de ces deux compartiments présentaient des différences dans les mutations de 
résistance. De plus, l’étude comparative de séquences virales issues d’échantillons de lavage 
cervico-vaginaux ont permis l'isolement de quasi-espèces virales présentants des 
caractéristiques génétiquement distinctes par rapport aux virus isolés des sections 
endocervicales (De Pasquale, Leigh Brown et al. 2003).  

Au sein du compartiment sanguin, il y a peu de données disponibles concernant la variation 
génétique et la distribution cellulaire des quasi-espèces du VIH-1 dans les sous-populations 
cellulaires sanguines. L'infection préférentielle médiée par le tropisme à l’un des corécepteurs 
du VIH-1 et la réplication virale dans les cellules cibles peuvent influencer la distribution des 
populations virales dans les réservoirs cellulaires. Les différences de pressions exercées par les 
traitements c-ART et le système immunitaire de l'hôte d'un type de cellules ou de tissus à un 
autre peuvent également influer sur la diversité génétique du virus dans un compartiment 
cellulaire donné. 

En plus de la compartimentation anatomique, des études ont montré l’existence de 
compartimentation entre différentes sous-populations cellulaires. Les résultats de ces études 
montrent des séquences virales différentes entre ces sous-populations cellulaires, notamment : 
entre les monocytes, les lymphocytes T CD4+ (Fulcher, Hwangbo et al. 2004) et les 
lymphocytes T CD8+ du sang (Potter, Lemey et al. 2004), mais également entre les 
monocytes et les lymphocytes T CD4+ naïfs et mémoires (Delobel, Sandres-Saune et al. 
2005). En effet, les analyses phylogénétiques ont montré que ces diverses sous-populations 
cellulaires hébergeaient des quasi-espèces de VIH-1 génétiquement distinctes. Les mutations 
de résistance aux traitements c-ART étaient également distribuées différemment d'une sous-
population cellulaire à l’autre suggérant un trafic minimal du virus entre les sous-populations 
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cellulaires sanguines au cours du traitement c-ART.  

Les résultats du groupe de June Myung Kim, et al. ont apporté des clarifications quant à la 
dynamique du virus au sein des sous-populations cellulaires dans le sang et ont définit les 
populations d’ARNs du VIH-1 en circulation dans le plasma sanguin en tant que source du 
provirus des différentes sous-populations cellulaires. En effet, avant initiation du traitement c-
ART, il a été montré que les ARNs du VIH-1 dans le plasma sanguin contribuaient à 
l'établissement de populations d'ADN du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ naïfs, 
mémoires centrales, mémoires effecteurs, les lymphocytes T CD4+ activés et les cellules NK 
(Natural Killer), à l'exception des monocytes. Les évènements de migration virale identifiés 
suggèrent que les lymphocytes T CD4+ activés, mémoires centrales et mémoires effecteurs 
sont la principale source de populations d'ARN du VIH-1 en circulation dans le plasma 
sanguin, tandis que la seule observation d’évènements de migration virale du plasma sanguin 
vers les cellules NK, les monocytes, et les lymphocytes T CD4+ naïfs suggère que ces cellules 
pourraient être considérées comme des «puits» viraux et probablement pas comme des sources 
majeures de populations d'ARNs VIH-1 en circulation (Choi, Chaillon et al. 2016). À ce 
jour, la compartimentation du VIH-1 au sein d’une même sous-population cellulaire n’a pas 
encore été décrite. 

I. 5. Répercussions de l’infection sur le système immunitaire 

I. 5. a. L’élimination des lymphocytes T CD4+ 

La période suivant la transmission du virus, le plus souvent par voie muqueuse (Cohen, Shaw 
et al. 2011), correspond à une réplication accrue et libre du VIH-1 dans les lymphocytes T 
CD4+ activés du site initial d’infection (Johnston and Fauci 2007). Il s’en suit une élimination 
des lymphocytes T CD4+ présents localement (McKinnon, Nyanga et al. 2015) et une  
dissémination massive et rapide du virus dans l’organisme, notamment, vers les ganglions 
lymphatiques drainants. Une fois que le virus a atteint ces derniers, il se dissémine via le 
système lymphatique, vers la circulation sanguine générale et colonise tous les tissus, dont le 
tractus gastro-intestinal, les ganglions lymphatiques, le cerveau et la rate (Kahn and Walker 
1998, Thompson, Cherry et al. 2011).  
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L’infection des lymphocytes T CD4+ peut aussi résulter d’un transfert de particules virales via 
une synapse infectieuse, depuis une DC porteuse du virus mais non infectée, par interaction 
des virions présentés par la DC et les récepteurs et corécepteurs du VIH-1 des lymphocytes  T 
CD4+. Le VIH-1 est ensuite libéré par exocytose de virions ou directement par 
bourgeonnement de virions nouvellement synthétisés (Geijtenbeek, Kwon et al. 2000). Par 
ailleurs, les transferts de virions peuvent également avoir lieu depuis des DC ou des 
lymphocytes infectés (Jolly and Sattentau 2004), on parle alors de synapses virologiques (Jolly 
and Sattentau 2007). 

Différents mécanismes ont été incriminés dans le phénomène de déplétion des lymphocytes T 
CD4+. Les cellules directement infectées par le VIH-1 peuvent mourir de l’effet cytopathique 
du virus (Guihot, Bourgarit et al. 2011) ou être éliminées suite aux réponses immunitaires 
effectrices : lysées par les réponses cytotoxiques (CTL, Cytotoxic T Lymphocyte) des 
lymphocytes T CD8+ spécifiques du VIH-1 (Cheynier, Henrichwark et al. 1994) ou par des 
cellules NK (Vieillard, Strominger et al. 2005). De plus, d’autres mécanismes indirects tels 
que l'apoptose résultant de l'activation prolongée des lymphocytes T CD4+ non infectés par le 
VIH-1 (AICD, activation-induced cell death) et l’induction de la sénescence, contribuent 
aussi à la déplétion des cellules T CD4+ (Gougeon and Montagnier 1999, Appay and Sauce 
2008, Fevrier, Dorgham et al. 2011, Cooper, Garcia et al. 2013, Okoye and Picker 2013). La 
dissémination du virus de cellule-à-cellule est 102 à 103 fois plus efficace que les particules 
virales libres émanant de ces mêmes cellules (Jolly 2011) et influe fortement sur l’issue de 
l’infection par le VIH-1. 

Les ganglions lymphatiques représentent l’un des principaux sites d’élimination des 
lymphocytes LT CD4+ (Zeng, Haase et al. 2012). Si le VIH-1 infecte une cellule activée, et 
donc permissive (c'est-à-dire 5% du nombre total de cellules T CD4+), une infection 
productive s'ensuit puis la cellule meurt d'une apoptose médiée par la caspase-3. Inversement, 
si la dissémination du VIH-1 se produit de cellule-à-cellule via une synapse virologique vers 
une cellule quiescente, donc non permissive (c'est-à-dire >95% des cellules T CD4+ cibles), 
une infection abortive se produit, ce qui entraîne l'accumulation de particules d'ADN virales 
cytosoliques induisant l’activation de la caspase-1, ce qui déclenche à son tour la pyroptose, 
une forme hautement inflammatoire de mort cellulaire programmée (Jolly, Kashefi et al. 2004, 
Jolly, Mitar et al. 2007, Galloway, Doitsh et al. 2015). L'élicitation de la pyroptose nécessite 
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absolument une transmission du VIH-1 de cellule-à-cellule. En effet, les virions du VIH-1 
sans cellules, même en grande quantité, ne sont pas capables de déclencher la mort cellulaire 
pyroptotique (Figure 9). 

Figure 9. Rôles de l'apoptose dépendant de la caspase-3 et de la pyroptose dépendant de la caspase-1 
dans la déplétion des lymphocytes T CD4+ au cours de l’infection par le VIH-1 (Doitsh and Greene 
2016). Au cours d'une infection chronique par le VIH-1, une grande fraction de cellules T CD4+ est 
déplétée dans les tissus lymphoïdes secondaires. (Droite) Si le virus infecte une cellule activée 
(permissive), cette dernière meurt d'une apoptose silencieuse médiée par la caspase-3. (Gauche) Si le 
virus infecte une cellule quiescente, une infection abortive se produit entrainant l'accumulation de 
transcrits d'ADN viral cytosolique incomplets détectés par le récepteur IFI16. Ce capteur s'assemble 
dans un inflammasome où la caspase-1 est activée, ce qui déclenche à son tour la pyroptose qui 
nécessite absolument une transmission cellule-à-cellule des virions. 

La déplétion des lymphocytes T CD4+ par pyroptose s’auto-amplifie par la libération de 
signaux de danger proinflammatoires tels que l’ATP (Adénosine Triphosphate) par les 
lymphocytes T CD4+ pyroptotiques. Ces signaux de danger fournissent un deuxième stimulus 
inflammatoire, conduisant à l'activation de la caspase-1 par l'inflammasome NLRP3 dans les 
lymphocytes T CD4+ environnants. Ainsi, une pyroptose initiée par le VIH-1 peut déclencher 
une avalanche de nouvelles séries de pyroptoses dans des cellules CD4+ sensibilisées par la  

resting CD4 T cells residing in lymphoid tissue versus blood.
Finally, the primary experimental use of mitogen-activated
blood CD4 T cells for the study of HIV pathogenesis may have
inadvertently created observational bias favoring the direct
killing model, in which activated CD4 T cells are productively in-
fected with HIV-1 and die via caspase-3-mediated apoptosis
(Cooper et al., 2013; Gandhi et al., 1998; Laurent-Crawford
et al., 1991; Terai et al., 1991; Zhang et al., 1997).

Not a Good Time to Be in the Neighborhood
Although viral load is commonly measured in blood, HIV prin-
cipally replicates within lymphoid tissue (Haase et al., 1996,
1999; Hufert et al., 1997; Pantaleo et al., 1993; Racz et al.,
1990; Tenner-Racz et al., 1998; Zeng et al., 2012b). Many
CD4 T cells continually traffic between the blood stream and
lymphoid tissue compartments. In the absence of engagement
of their cognate antigens, naive lymphocytes may reside in
lymphoid tissue for only 12–18 hr before migrating back into
the bloodstream (Cyster, 2005; Ho et al., 1995; Wei et al.,
1995). While in the lymph nodes, CD4 T cells are in intimate
contact with other cells and exposed to various cytokines.
One consequence of this interaction is that a small subpopula-
tion of these cells achieves a sufficient state of cellular activa-
tion to support productive HIV infection (Kreisberg et al.,
2006). In contrast, CD4 T cells in the blood are not exposed
to these cytokines, and most of these cells remain in a deep
resting state that is unable to support productive HIV infection
(Gao et al., 1993).

Innate immune mediators and the microenvironment within
lymphoid tissues are evidently crucial in the massive bystander
killing of CD4 T cells that occurs during HIV infection
(Figure 2B). Remarkably, when cocultured with either CD4 or
CD8 T cells or B cells from lymphoid tissues, normally resistant
peripheral blood CD4 T cells readily died from caspase-1-

induced pyroptosis (Figure 2C). Currently, the nature of sensiti-
zation is poorly defined. These effects are quickly lost when
the cocultures are disassembled, which resembles CD4 T cells
trafficking in and out of lymphoid tissues where they rapidly
gain and lose sensitivity to pyroptosis (Muñoz-Arias et al.,
2015). Conditioned medium from lymphoid tissues fails to
consistently render peripheral blood cells sensitive to cell death
by pyroptosis, suggesting that key signals are generated through
cell-to-cell interactions. It is still unclear whether one or multiple
signals are required. By understanding the nature of the signaling
between lymphoid tissue and blood cells, it might be possible to
use antibodies or small molecules to block sensitization in
lymphoid tissues, thereby rendering all CD4 T cells resistant to
pyroptosis, like blood CD4 T cells. However, it would be key to
assess the effects of such an intervention on the normal human
immune response to ensure that one form of immunodeficiency
is not replaced by another.

A Starring Role for Cell-to-Cell Transmission in HIV
Pathogenesis
Retroviruses fuse and enter their target cells either as cell-free
virions or through cell-to-cell spread (Sattentau, 2010). The
pathway utilized greatly affects the infectivity yield. Cell-to-cell
spread is 102 to 103 times more efficient than cell-free particles
emanating from the same cells (Jolly, 2011). Although the
increased effectiveness of cell-to-cell spread has been known
for 20 years (Dimitrov et al., 1993), its contribution to HIV patho-
genesis—and particularly to abortive infection, innate immune
detection, and pyroptosis—had not been directly explored.
Remarkably, our studies in HLACs show that the mode of viral

spread sharply affects the outcome of HIV infection. Infection
with free HIV-1 particles, even at high quantities, is unable to
trigger innate immune recognition and pyroptotic cell death.
However, these free virions are able to establish productive

Figure 1. Roles of Caspase-3-Dependent
Apoptosis and Caspase-1-Dependent
Pyroptosis in CD4 T Death during HIV
Infection
HIV-1 infection in a biologically relevant human
lymphoid aggregate culture (HLAC) system reveals
that the permissivity status of target CD4 T cells
dictates how they die. During chronic infection,
most HIV-1 replication and loss of CD4 T cells
occurs in such secondary lymphoid tissues (Zeng
et al., 2012a). If the virus infects an activated and
thus permissive cell (i.e., 5% of the total CD4
T cells), productive infection ensues, and the cell
dies from a silent caspase-3-mediated apoptosis.
Conversely, if the virus infects a resting, nonper-
missive cell (i.e., >95% of target CD4 T cells),
abortive infection occurs, leading to the accumu-
lation incomplete cytosolic viral DNA transcripts
that are detected by IFI16. This sensor assembles
into an inflammasome where caspase-1 becomes
activated, which in turn triggers pyroptosis, a
highly inflammatory form of programmed cell
death. Elicitation of pyroptosis absolutely requires
cell-to-cell spread of the virus; cell-free virions
are not able to activate this response (see
Figure 3).
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libération répétée d'ATP intracellulaire de manière indépendante du virus. La mise en place 
de ce cercle vicieux «auto-inflammatoire» empêche de restaurer le pool de cellules T CD4+ 
même lorsque la réplication virale est réduite par un traitement c-ART car les lymphocytes T 
CD4+ activés circulants qui entrent dans ces tissus sont eux aussi éliminés (Doitsh and Greene 
2016).  

I. 5. b. La translocation microbienne  

L’infection par le VIH-1 a un impact sur l’homéostasie des LT CD4+ localisés dans le tractus 
gastro-intestinal (Mattapallil, Douek et al. 2005). En effet, ce dernier est le siège d’une 
déplétion massive de  LT CD4+ étant pour la plus part activés (CCR5+) (Lackner and Veazey 
2007) faisant d’eux une cible privilégiée du virus (Veazey, Mansfield et al. 2000, Mehandru, 
Poles et al. 2006, Lackner and Veazey 2007). Les tissus lymphoïdes, notamment ceux associés 
à la muqueuse du tube digestif (GALT, gut-associated lymphoid tissues), contiennent une 
grande fraction de LT CD4+ de l’organisme (Haase 1999), faisant du GALT l’un des 
principaux sites d’élimination des lymphocytes T CD4+ et de réplication du VIH-1 (Figure 
10) (Lafeuillade, Poggi et al. 1997, Brenchley, Schacker et al. 2004, Luteijn, Sciaranghella et 
al. 2011). En plus d’une perte quantitative des LT CD4+ totaux, une déplétion préférentielle 
de la fraction LT CD4+ Th17 effectrice mémoire est principalement observée (Brenchley, 
Paiardini et al. 2008, Cohen, Shaw et al. 2011). Cette déplétion n’est que partiellement 
corrigée après mise sous traitements c-ART (Brenchley, Paiardini et al. 2008, Mavigner, 
Cazabat et al. 2012, Kok, Hocqueloux et al. 2015).	

Les cellules LT CD4+ Th17 sont particulièrement cruciales pour la protection de la muqueuse 
intestinale (Aggarwal, Ghilardi et al. 2003, Steinman 2007). Ces cellules se distinguent des 
LT CD4+ Th1 ou Th2 par la sécrétion de l’interleukine 17 (IL-17) qui joue un rôle important 
dans l’immunité adaptative contre les bactéries extracellulaires et les champignons, en 
permettant le recrutement des neutrophiles et la production de peptides antimicrobiens par les 
cellules épithéliales (Chung, Kasper et al. 2003, Huang, Na et al. 2004), et de l’IL-22 qui 
favorise la régénération de l’épithélium (Schuetz, Deleage et al. 2014). En plus de l’IL-17, 
elles peuvent être productrices de TNFα, d’IL-1, d’IL-2, d’IL-22 et d’IL-21, ce qui reflète 
leur potentiel pro-inflammatoire. Via la sécrétion de G-CSF, un facteur de croissance des 
granulocytes, ces cellules peuvent recruter des neutrophiles et des cellules myéloïdes dans les 
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sites effecteurs (Ye, Garvey et al. 2001). Par conséquent, l’élimination massive des cellules 
lymphoïdes du tractus gastro-intestinal rompt l’homéostasie de la barrière intestinale et 
augmente sa perméabilité, provoquant une translocation microbienne (Brenchley, Price et al. 
2006, Klatt and Brenchley 2010, Klatt, Funderburg et al. 2013). Il en résulte une accentuation 
de l’activation immunitaire et de l’inflammation chronique de la muqueuse digestive, 
aggravant d’avantage l’altération de la barrière intestinale et la déplétion des LT CD4+ 
recrutés par l’activation immunitaire (Klatt, Chomont et al. 2013) et provoque des dépôts de 
collagène dans le GALT (Zeng, Smith et al. 2011, Zeng, Southern et al. 2012). 	

 

Figure 10. Mesures quantitatives et qualitatives des paramètres virologiques et immunologiques au 
cours de l’infection par le VIH-1 (Grossman, Meier-Schellersheim et al. 2006). L’infection par le 
VIH-1 débute par une réplication et une dissémination massive du virus dans l’organisme. Tout au 
long de l’infection, le système immunitaire s’active de manière chronique et perd au fur et à mesure ses 
capacités de régénération. En phase aigüe de l’infection, les lymphocytes T CD4+ sont éliminés de 
manière irréversible au niveau des muqueuses. Cette phase aigüe se caractérise par un pic de charge 
virale associé à l’apparition des premières réponses du système immunitaire, suivie d’une phase 
chronique asymptomatique qui évolue en stade SIDA avec un taux de LT CD4+ inférieur à 200 
LT/mm3.  

En plus de la translocation microbienne, d’autres mécanismes peuvent être responsables de 
l’inflammation chronique, tels que : la persistance virale, le dysfonctionnement du système 
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immunitaire, l’atteinte métabolique, les coïnfections, la dysbiose, l’effet toxique des 
traitements c-ART …  Ainsi, un cercle vicieux se met en place dès la phase aigüe et persiste 
en phase chronique quand l’inflammation devient systémique.  	

I. 5. c. L’épuisement du système immunitaire : inflammation et activation         

L’épuisement progressif des réponses immunitaires est une conséquence de toutes les 
altérations immunologiques susmentionnées. En effet, l’installation de l’inflammation 
chronique perturbe la mise en place de réponses immunitaires efficaces spécifiques du VIH-1 
et conduit à un épuisement immunitaire. En plus des LT CD4+, cet épuisement cible 
également, en particulier lors de l’infection chronique, les fractions de LT CD8+  effecteurs 
(Klenerman and Hill 2005, Wherry 2011), les NK (natural killer) et les lymphocytes B. Dans 
ce document, nous nous concentrerons principalement sur les lymphocytes T.  

Au cours de la phase chronique de l’infection, l’inflammation chronique stimule des réponses 
immunorégulatrices par expansion de lymphocytes T régulateurs T(reg) (Fritzsching, Oberle 
et al. 2005, Bandera, Ferrario et al. 2010, Weiss, Piketty et al. 2010, Chevalier and Weiss 
2013) et conduit les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ à surexprimer des marqueurs 
d’activation et/ou apoptose (Groux, Torpier et al. 1992, Finkel, Tudor-Williams et al. 1995, 
Deeks, Kitchen et al. 2004), si bien que le niveau d’activation des LT prédit la vitesse à 
laquelle les LT CD4+ seront déplétés dans le temps (van Asten, Danisman et al. 2004). 
L’activation des LT était définie au départ par l’expression des marqueurs d’activation HLA-
DR et CD38, et de prolifération Ki67 (Leng, Borkow et al. 2001, Deeks, Kitchen et al. 
2004). L’expression accrue de ces marqueurs sur les LT CD8+ était associée à l’effondrement 
des T CD4+ et la progression de maladies opportunistes (Liu, Cumberland et al. 1997). 
L’expression de PD-1 (protéine de mort cellulaire programmée), molécule 
immunorégulatrice, est elle aussi augmentée dans les LT CD4+ et T CD8+ spécifiques du 
VIH-1. Cette expression de PD-1 est en corrélation avec le taux de T CD4+ circulants et la 
charge virale, et le blocage de la voie PD-1 permet de restaurer les réponses spécifiques des 
LT CD4+ et T CD8+ (Day, Kaufmann et al. 2006, Trautmann, Janbazian et al. 2006). 

De même, l’inflammation chronique et l’activation immunitaire conduisent à l’épuisement des 
LT CD4+ lesquels, par conséquent, perdent leur capacité proliférative, voient leur capacité de 
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poly-fonctionnalité (production de multiples cytokines, IL-2 en particulier) diminuée 
(Palmer, Boritz et al. 2004) et surexpriment des molécules inhibitrices telles CTLA-4 
(cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) (Kaufmann, Kavanagh et al. 2007) et des 
molécules d’épuisement telles que PD-1 et Tim3 (immunoglobuline des cellules T mucine-3) 
(Rallon, Garcia et al. 2018). L'infection chronique par le VIH-1 est associée à une activation 
immunitaire accrue et à l’épuisement immunitaire. Dans ce cadre, l’expression de PD-1 reste 
difficile à interpréter car c’est à la fois un marqueur d’activation au cours du stade précoce de 
l’infection mais aussi un marqueur d’épuisement et d’inhibition dans les phases tardives (Day, 
Kaufmann et al. 2006, D'Souza, Fontenot et al. 2007). 

L’activation continue et l’exposition persistante au virus conduisent également les lymphocytes 
T CD8+ mémoires vers un état d’épuisement et à la  dérégulation de leur capacité de 
renouvellement. Leur épuisement est caractérisé par la perte de leur phénotype mémoire 
centrale et à la réduction de leur potentiel prolifératif et de leur production de cytokines. Les 
LT CD8+ épuisés expriment alors à leur surface des récepteurs inhibiteurs tels que PD-1, 
LAG-3 (protéine du gène-3 d’activation des lymphocytes), CD160 et Tim-3 (Desai and 
Landay 2010, Peretz, He et al. 2012). 

L’activation immunitaire provoque au niveau des ganglions lymphatiques une expansion 
anormale des LT CD4+ effecteurs mémoires non spécifiques au VIH-1 mais hautement 
susceptibles à l’infection (Pantaleo, Graziosi et al. 1993, Brenchley, Schacker et al. 2004)). 
Cette accumulation de cellules CD4+ fait suite à une conversion accrue de cellules naïves en 
cellules effectrices, ainsi que leur activation et leur recrutement sur ce site de réplication virale 
active dans le but de compenser la perte en LT CD4+ effecteurs mémoires (Guihot, Bourgarit 
et al. 2011). Ce phénomène d’accumulation de cellules T effectrices mémoires est corrélé à un 
dépôt accru de collagène dans les ganglions lymphatiques et associé à l'inflammation et à 
l'activation immunitaire chronique. De plus, l'activation des cellules B, caractérisée par une 
hyperplasie marquée du centre germinatif, aggrave les dommages architecturaux des 
ganglions. Ainsi, le trafic de cellules T vers le réseau de cellules dendritiques folliculaires, 
dépendant d’une architecture intacte des ganglions lymphatiques, est  par conséquent 
compromis. De cette façon, ce qui était un organe de présentation de l'antigène et 
d'homéostasie devient un site d'inflammation fibrosé lors d'une infection par le VIH-1 
(Brenchley, Schacker et al. 2004). 
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En conclusion, l’inflammation chronique et l’activation immunitaire exacerbent l’altération de 
l’homéostasie des LT CD4+ et accentuent l’épuisement du système immunitaire lequel, 
graduellement, perd ses capacités de régénération dans les tissus lymphoïdes (Khaitan and 
Unutmaz 2011). 

I. 6. Contrôle de l’infection et rémission de la maladie   

En l’absence de traitement c-ART, l’infection progresse généralement vers le stade SIDA. 
Cependant, une faible proportion de patients infectés (5% à 15%) résiste mieux à l’infection et 
à la progression de la maladie (Sheppard, Lang et al. 1993, Cao, Qin et al. 1995, Munoz, 
Kirby et al. 1995, Pantaleo, Menzo et al. 1995, Deeks and Walker 2007). Ces patients 
possèdent un système immunitaire capable de faire face à l’infection sans traitement c-ART 
(Cao, Qin et al. 1995), et sont appelée «long-term nonprogressors» ou LTNP.  A ce jour, au 
moins deux sous-groupes de patients séropositifs LTNP ont été identifiés : les « elite 
controllers » et les « viremic controllers ». Une autre catégorie de patients « VISCONTI » 
qualifiés de « post-treatment controllers » a également été mise en évidence, en plus de cas 
rares de guérison de la maladie, notamment le « patient de Berlin » et le « bébé du 
Mississippi”, qui ont également été rapportés (Figure 11). 

Comme les tests de la charge virale n’étaient disponibles qu’au milieu des années 90, 
l’appellation LTNP était définie au départ en fonction de la durée de l’infection (au moins 
10ans) et du nombre de lymphocytes T CD4+ dans le sang (> 500 cellules/ul) (Lifson, 
Buchbinder et al. 1991). Lorsque ces tests ont été rendus disponibles, l'hétérogénéité des 
patients LTNP et leur capacité à contrôler spontanément la réplication du VIH-1 sont 
devenues évidentes. La plupart des patients LTNP présentaient des taux de virémie faibles à 
modérés (de 50 à 2000 copies d'ARN / mL) et un suivi plus poussé a révélé que certains 
d’entre eux avaient une charge virale croissante et une diminution du nombre de lymphocytes 
T CD4+ (O'Brien, Blattner et al. 1996, Lefrere, Morand-Joubert et al. 1997, Goudsmit, 
Bogaards et al. 2002, Rodes, Toro et al. 2004).  

On distingue les « elite controllers » aussi appelés « elite suppressors », estimés à environ 1 
personne infectée sur 300 et capables de maintenir une charge virale inférieure aux limites de 
détection (<50 copies ARN/ml plasma,  au cours d'une période de 12 mois) (Pereyra, Addo et 
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al. 2008). Le sous-groupe des « viremic controllers » est constitué de patients qui maintiennent 
une faible virémie en l'absence de traitement c-ART (généralement moins de 2000 copies 
ARN/ml plasma). Les « viremic controllers »  représentent jusqu'à 7% de tous les patients 
séropositifs. Plusieurs études ont montré que le contrôle spontané de la réplication virale 
pouvait durer de très longues périodes (plus de 30 ans) (Walker and Yu 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Cas de rémission transitoire ou prolongée de la maladie après traitement antirétroviral 
(Deeks, Lewin et al. 2016). Le rebond viral après arrêt du traitement survient généralement dans les 2-
3 semaines. Dans certaines circonstances, le rebond viral a été considérablement retardé dans le cadre 
d'une greffe de cellules souches (patients A et B de Boston) et d'un traitement antirétroviral très 
précoce chez un nourrisson « bébé du Mississippi ». Les patients « post-treatment controllers” ont 
d'abord été décrites dans le cadre de l'étude VISCONTI en France. Ces personnes ont un contrôle 
post-traitement à long terme et le traitement antirétroviral était presque toujours instauré lors de 
l’infection aiguë et le virus était généralement détecté à de faibles concentrations dans le plasma.  
Timothy Brown reste le seul individu séropositif hors traitement antirétroviral sans virus détecté dans 
le sang ou les tissus. Il a reçu une greffe de cellules souches d’un donneur porteur d’une mutation 
génétique rare et dont les cellules présentaient une délétion homozygote CCR5Δ32 (la mutation delta-
32), et n’a pas été traité pendant plus de 7 ans. 

L’analyse des bases de données d’un certain nombre de cliniques françaises a permis à des 
chercheurs de constituer une cohorte de 14 patients (10 hommes et 4 femmes) qui sont par la 
suite devenus les sujets d'une étude appelée VISCONTI pour Virological and Immunological 
Studies in CONtrollers after Treatment Interruption. Ces patients, qualifiés de « post-treatment 
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Two controlled studies of ART intensification with the integrase 
inhibitor raltegravir found evidence of persistent cycles of virus 
replication in a subset of participants9,10. A study of HIV-sequence 
evolution within lymph node tissue found evidence of viral evolution 
within the first 6 months of initiating ART, a finding consistent with 
low-level replication11,12, but other studies of long-term ART have 
failed to find any evidence of evolution13, even in tissues14.

The current most studied approach for eliminating latently infected 
T cells is based on the hypothesis that HIV latency can be reversed, 
which leads to the clearance of these cells through virus- or immune-
mediated cytolysis (‘shock and kill’ therapy). The administration of 
latency-reversing agents (LRAs), including histone deacetylase inhibi-
tors (HDACis) and disulfiram, to individuals with HIV who are on ART 
has been shown to induce an increase in both cell-associated and plasma 
HIV RNA levels; however, these interventions had no apparent effect 
on the frequency of latently infected cells15–18. It is unknown whether 
current approaches have failed because they are insufficiently potent  
or because the cells induced to produce the virus are not cleared19.

Understanding blocks in HIV transcription and virus produc-
tion in latently infected resting cells. Basic research on the cellular 
mechanisms that constitute the rate-limiting steps that control gene 
expression in resting CD4+ T cells could be informative. Indeed, a 
better understanding of the factors that enable or restrict transcrip-
tional initiation and RNA processing at the HIV LTR, and how to 
manipulate these factors therapeutically, is needed (Fig. 2).

HIV RNA transcription is not the only event that is required to 
disrupt latent infection effectively. HIV mRNA export, splicing 
and translation, viral antigen expression and/or processing and  
presentation are relatively understudied, especially within resting 

memory CD4+ T cell populations. A full understanding of the steps 
and processes that allow the rare latently infected cell to be revealed 
to the immune system or to be targeted is still lacking.

Development of in vitro models of HIV latency. The field currently 
lacks validated systems through which to test and compare different 
LRAs20. The development of in vitro cellular models that are based 
on resting CD4+ T cells is badly needed. These models will need to 
reiterate the biology that is crucial for the establishment and main-
tenance of latency.

Development of more selective and effective LRAs. Although it is 
clear that LRAs can stimulate the production and release of virions 
from a small subset of infected cells in vitro, more potent LRAs are 
needed. This will probably require the redistribution or upregulation 
of several key cellular factors with combination therapies21. It will 
be challenging to identify such combinations with current in vitro 
systems because these systems fail to capture the complex signal-
ing networks in vivo that maintain memory cells in a resting state 
(and that hence maintain latent infection). One new approach under 
study might function indirectly by activating antigen-presenting cells 
to signal and activate memory cells (for example, toll-like receptor 
agonists). Current systems are also unable to study LRA activity over 
prolonged periods, which will probably be needed, given the sto-
chastic nature of latency reversal, and which will highlight the role 
of animal models in this research.

All LRAs target host cellular pathways and hence might have 
untoward effects on multiple other host genes22. LRAs that broadly 
activate all T cells are likely to reverse latency, but the inflamma-
tory consequences will almost certainly prove risky23. LRAs that alter 
the epigenetic environment that silences DNA transcription could 
increase the risk of malignant transformation; indeed, the first genera-
tion of LRAs (vorinostat and panobinostat) studied in the clinic had 
mutagenic potential in common screening assays. Given their non-
specific effects on the activation status of memory cells, some LRAs 
have the potential to stimulate cell proliferation, which could lead to 
the expansion of an infected cell population24,25. Immune-modifying 
drugs that mitigate this response might need to be developed along 
with LRAs. Finally, these approaches will have to be carefully vetted 
for their potential to dampen the very immune responses that are 
needed for viral clearance26.

Strategies to silence the HIV provirus permanently. An alternative 
approach that represents a marked departure from the ‘shock and 
kill’ paradigm is to fully and irreversibly suppress HIV transcription,  
leading to permanent silencing and a lack of virus production upon 
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Figure 1 Cases of transient or sustained remission off ART. Viral 
rebound after the cessation of ART usually occurs within 2–3 weeks. 
In some circumstances, viral rebound has been substantially delayed 
in the setting of stem cell transplantation (Boston patients A and B) or 
of very early ART in an infant (Mississippi child). In some individuals, 
long-term post-treatment control off ART has been achieved. In these 
post-treatment controllers, ART was nearly always initiated in acute 
infection, and the virus was usually detected at low levels in plasma. 
These individuals were first described as part of the VISCONTI study 
(viro-immunological sustained control after treatment interruption) 
in France. Timothy Brown remains the only HIV-positive individual 
off ART with no virus detected in blood or tissue. He received a stem 
cell transplant from a donor who was CCR5 32 negative, and he has 
remained off ART for more than 7 years.

Box 1 Defining cure in HIV disease 
The definition of cure is important to clarify for researchers,  
clinicians and people who are living with HIV. The optimal  
outcome would be the complete eradication within an individual 
of all replication-competent HIV. Such a sterilizing cure will  
be challenging to achieve and impossible to prove with current  
technologies111. A more feasible outcome will be the achieve-
ment of long-term remission. Remission is likely to be a 
necessary precursor for the development of an HIV cure, and is 
increasingly utilized in the field to indicate the goal of long-term 
undetectable viremia for an as-yet-undefined period (probably of 
several years) in the absence of ART112. The concept of disease 
remission denotes improvement, albeit with some uncertainty, 
and is already well entrenched in medical settings113.
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controllers », ont été infectés entre 1996 et 2002 et tous avaient commencé un traitement c-
ART dans les quatre à dix semaines suivant la détection de l'infection primaire. Ces patients 
ont par la suite interrompu leur traitement mais leur charge virale est restée relativement faible 
durant plusieurs années post-interruption (<400 copies/ml) (Saez-Cirion, Bacchus et al. 
2013). 

Un seul cas au monde de malade guéri du SIDA a été jusqu’ici décrit. Il s’agit de l’Américain 
Timothy Brown, connu aussi comme le « patient de Berlin ». Déclaré séropositif en 1995, 
Timothy Brown n’a montré aucun signe d’infection depuis 2007. Ce patient atteint de 
leucémie a subi plusieurs chimiothérapies et reçu deux greffes de moelle osseuse provenant 
d’un donneur porteur d’une mutation génétique rare et dont les cellules présentaient une 
délétion homozygote CCR5Δ32 (la mutation delta-32) (Hutter, Nowak et al. 2009). Depuis, 
ce patient contrôle le VIH-1 sans traitement et aucune trace du virus n’était retrouvée chez ce 
patient dans les multiples prélèvements tissulaires effectués. En effet, plusieurs années plus 
tard, le VIH-1 demeure indétectable dans son sang et dans ses différents tissus (moelle 
osseuse, cerveau, côlon). Certains chercheurs ont cependant trouvé des traces d’ARN viral 
résiduel dans certains tissus de Timothy Brown. On ne sait donc pas s’il est réellement guéri, 
néanmoins, l’histoire du « Patient de Berlin » a ouvert de nouvelles pistes de recherche autour 
du récepteur CCR5. 

En Mars 2013, il a été annoncé qu'un bébé né dans le Mississippi avait guéri du VIH-1 après 
avoir reçu un traitement suppressif immédiatement après la naissance. En effet, l’enfant a été 
dépisté à la naissance et mis sous traitement c-ART dès sa 31ème heure de vie. Il est resté 
sous antirétroviraux (ARV) pendant 18 mois avant d’être perdu de vue jusqu’à ses 24 mois, 
une période pendant laquelle il n’a pas reçu de traitements c-ART et la charge virale de 
l’enfant était restée indétectable malgré l’arrêt des traitements (Persaud, Gay et al. 2013). Son 
état étant « stable », il n’a pas repris d’antirétroviraux, jusqu’à ce qu’un rebond virale survienne 
à l’âgé de 45 mois. L’enfant avait passé 27 mois sans traitements et une charge virale 
indétectable.  
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II. Le VIH-1 et le facteur de restriction SAMHD1 

II. 1. Caractéristiques et fonctions des facteurs de restriction, mécanismes d’échappement 
viral 

En plus de devoir constamment échapper aux mécanismes mis en place par le système 
immunitaire, le VIH-1 doit contrecarrer l’activité de facteurs de restriction intrinsèques des 
cellules hôtes. Il s’agit de diverses protéines capables de bloquer la réplication du virus en 
agissant à différents stades de son cycle de vie, mais dont l’activité peut être inhibée par les 
protéines virales (Altfeld and Gale 2015, Jia, Zhao et al. 2015, Simon, Bloch et al. 2015). Ces 
protéines sont soit exprimées de manière  constitutive, soit induites par des facteurs tels que 
l’IFN-1 (interféron de type 1) en cas d’infection virale dans l’organisme (Doyle, Goujon et al. 
2015).A l’heure actuelle, plusieurs facteurs de restriction on été identifiés. Seuls quatre 
facteurs de restriction les mieux caractérisés seront abordés dans ce manuscrit, on distingue 
notamment : TRIM5α (Tripartite motif-containing protein 5 α), APOBEC3G 
(apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-like 3), la tétherine et 
SAMHD1 (sterile alpha motif and histidine-aspartate domain-containing protein 1) (Figure 
12). 

Chez le primate, les protéines TRIM5α sont capables de restreindre le SIV (Sayah, Sokolskaja 
et al. 2004, Stremlau, Owens et al. 2004, Grutter and Luban 2012), et agissent en provoquant 
un démantèlement précoce de la capside, dont les éléments constituent des cibles pour la 
dégradation par la machinerie cellulaire empêchant ainsi la synthèse d’ADNc viral (Stremlau, 
Owens et al. 2004). En effet, cette protéine peut interagir avec la protéine de capside virale 
(Stremlau, Perron et al. 2006) et il a été montré que son activité ubiquitine-ligase est 
nécessaire pour bloquer le cycle viral avant l’étape de transcription inverse (Lienlaf, Hayashi et 
al. 2011, Pertel, Hausmann et al. 2011). En revanche, le facteur de restriction TRIM5α est 
particulier car la protéine humaine n’est pas capable d’inhiber la réplication du VIH-1 chez 
l’homme (Grutter and Luban 2012).  

 



	 	 	 	 	46	

 

 

 

Figure 12. Interaction du VIH-1 avec des facteurs de restriction et de résistance au cours de son cycle 
de vie ((Barre-Sinoussi, Ross et al. 2013). Quatre facteurs de restriction de la réplication virale ont été 
identifiés: APOBEC3G, TRIM5 α, tetherine et SAMHD1. Ces facteurs de restriction peuvent cibler 
un certain nombre d’étapes de la réplication du VIH-1 à l’intérieur de la cellule hôte, dont : la 
décapsidation, la transcription inverse et la libération du virions nouvellement synthétisés. 

APOBEC3G est un autre facteur de restriction qui agit en phase précoce du cycle viral, 
précisément au niveau de la transcription inverse. APOBEC3G est une cytidine déaminase 
qui introduit des hypermutations somatiques (C, cytidine vers U uracile) dans l’ADNc viral en 
formation (Feng, Baig et al. 2014), provoquant une inhibition de la transcription inverse. Ces 
hypermutations du génome viral sont délétères pour le virus (Mangeat, Turelli et al. 2003) et 
les mutations introduites dans le premier brin d’ADN viral perturbent la transcription du 
second brin (Klarmann, Chen et al. 2003). APOBEC3G est une protéine cytoplasmique qui 
peut s’encapsuler dans les virions nouvellement synthétisés au cours du bourgeonnement, pour 
être transportée dans les prochaines cellules cibles infectées par ces virions et produire des 
mutations dans l’ADN viral (Feng, Baig et al. 2014). Ce facteur de restriction est identifié 
comme le facteur de restriction qui est contrecarré par la protéine virale Vif ce qui permet 
l’infection de cellules non permissives par le VIH-1 (Madani and Kabat 1998). En effet, il a 
été montré que Vif exerçait une action inhibitrice à la traduction d’APOBEC3G et induisait 
la dégradation de cette protéine de manière dépendante du protéasome, l’empêchant ainsi de 
s’encapsuler dans les virions nouvellement synthétisés (Sheehy, Gaddis et al. 2002, Stopak, de 
Noronha et al. 2003). De ce fait, APOBEC3G peut empêcher l’infection par le VIH-1 en 
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response, resistance development and 
disease progression. The variations in the 
immunological and virological outcomes 
depend on a complex balance of viral and 
host factors, including human leukocyte 

antigen (HLA) variants, which can modu-
late both innate and adaptive immune 
responses. Several HLA-B alleles (includ-
ing HLA-B*57, HLA-B*27 and HLA-B*13) 
have been consistently associated with viral 
control, including in interaction with KIR 
genotypes40–42.

The treatment revolution. From a clinical 
perspective, the outcome of HIV infec-
tion over the past three decades has been 
revolutionized by considerable progress in 
the therapeutic options available, which has 
transformed HIV infection from a fatal to 
a manageable chronic disease that has little 
effect on life expectancy.

At the time of the first reports of AIDS, 
clinicians could only treat the opportunistic 
infections associated with the disease with 
limited success. Only when HIV was identi-
fied as the virus responsible for the disease, 
and its life cycle was characterized, were the 
medical and scientific communities able to 
start investigating antiretroviral approaches.

The first step in HIV therapy was made 
in 1987, when a clinical trial showed that 

azidothymidine (AZT; also known as zido-
vudine) decreased mortality and opportun-
istic infections in patients with AIDS43. AZT, 
which had been originally synthesized as 
an anticancer treatment, was found to also 
block the reverse transcription step of the 
HIV-1 life cycle44. However, viral resistance 
quickly developed, and so new drugs had to 
be developed on the basis of insights into the 
HIV replication cycle and how to target it.

Indeed, almost a decade later, a major 
breakthrough was made with the introduc-
tion of a therapy that combined several 
drugs to limit the development of resistance. 
Studies showed that the introduction of a 
protease inhibitor alongside two nucleoside 
reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) 
in combination antiretroviral therapy 
(ART) markedly reduced morbidity and 
mortality45–47.

Clinical research continues to improve 
the therapeutic options available, with the 
aim of successfully controlling viral replica-
tion with minimal side effects and manage-
able treatment regimens. Several studies 
have shown that starting ART early after 

Figure 2 | Schematic overview of the HIV-1 replication cycle. The figure 

illustrates the main steps in the HIV-1 replication cycle: binding to the CD4 

receptor and co-receptors; fusion with the host cell membrane; uncoating of 

the viral capsid; release of the HIV RNA and proteins into the cytoplasm; 

reverse transcription of HIV RNA to DNA; formation of the pre-integration 

complex (PIC); and translocation into the nucleus. Once in the nucleus the viral 

DNA is integrated into the host DNA and subsequently transcribed and trans-

lated to form new viral RNA and viral proteins that translocate to the cell sur-

face to assemble into new immature virus forms. The new viruses bud off and 

are released. Finally, during maturation, the protease enzyme cleaves the struc-

tural polyprotein to form mature Gag proteins, resulting in the production of 

new infectious virions. The major families of antiretroviral drugs (green), and 

the step of the life cycle that they block, are indicated. Also shown are the key 

HIV restriction factors (tripartite motif-containing 5α (TRIM5α), APOBEC3G, 

SAMHD1 and tetherin; red) and their corresponding viral antagonist (Vif, Vpx 

and Vpu; blue). CCR5, CC-chemokine receptor 5; LTR, long terminal repeat; 

NRTIs, nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTIs, non-nucleoside 

reverse transcriptase inhibitors.
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provoquant une hypermutation du génome viral uniquement en cas d’absence de Vif 
(Lecossier, Bouchonnet et al. 2003, Zhang, Yang et al. 2003). 

D’autres membres de la famille des cytidines déaminases APOBEC3 sont capables de bloquer 
l’infection par le VIH-1, notamment APOBEC3F (Zheng, Irwin et al. 2004), elle aussi 
dégradée par l’action de Vif (Liu, Sarkis et al. 2005), et APOBEC3A (Berger, Durand et al. 
2011). Il a également été montré qu’APOBEC3G est capable de bloquer la transcription 
inverse d’autres rétrovirus en plus du VIH-1 (Mangeat, Turelli et al. 2003). 

La tetherine, aussi connue sous le nom de BST-2, se distingue des autres facteurs de 
restriction par son action en phase tardive du cycle viral. En effet, la BST-2 limite le 
bourgeonnement (Neil, Zang et al. 2008, Van Damme, Goff et al. 2008) et empêche la 
libération des virions nouvellement synthétisés (Sauter, Specht et al. 2010). BST-2 a une 
structure particulière car elle possède à la fois un domaine transmembranaire et une ancre 
GPI,  lui conférant la capacité de physiquement séquestrer les virions (Perez-Caballero, Zang 
et al. 2009) et d’empêcher leur libération et l’infection de cellules voisines (Casartelli, 
Sourisseau et al. 2010). 

L’activité antivirale de BST-2 est quant à elle contrecarrée par la protéine virale Vpu via divers 
mécanismes d’action (Sauter, Schindler et al. 2009). La protéine Vpu peut interagir avec 
l’ubiquitine-ligase ßTrCP pour inhiber l’activité antivirale de BST-2 (Miyagi, Andrew et al. 
2009) ou induire une dégradation de BST-2 dépendante du protéasome (Douglas, 
Viswanathan et al. 2009, Mangeat, Gers-Huber et al. 2009) ou des lysosomes (Iwabu, Fujita 
et al. 2009, Mitchell, Katsura et al. 2009). 

II. 2. SAMHD1, identification d’un nouveau facteur de restriction  

Le rôle de la protéine virale Vpx, exprimée par le VIH-2, VISSM et VISMAC, a été décrit dès 
1999 comme étant nécessaire à l’infection des cellules myéloïdes, notamment les cellules 
dendritiques dérivées de monocytes (Goujon, Jarrosson-Wuilleme et al. 2006), les monocytes 
(Goujon, Arfi et al. 2008, Kaushik, Zhu et al. 2009) et les macrophages (Fletcher, Brichacek 
et al. 1996, Sharova, Wu et al. 2008, Srivastava, Swanson et al. 2008) chez le macaque et chez 
l’homme, mais pas à celles des lymphocytes (Hirsch, Sharkey et al. 1998). Plusieurs études ont 
montré que Vpx est capable de contrecarrer un facteur de restriction cellulaire actif dans les 



	 	 	 	 	48	

cellules myéloïdes qui agit en phase précoce du cycle viral. Cette protéine interagissant avec 
Vpx a été identifiée en 2011, il s’agit du facteur de restriction SAMHD1 (Berger, Sommer et 
al. 2011, Hrecka, Hao et al. 2011, Laguette, Sobhian et al. 2011). 

SAMHD1 a initialement été identifié comme un facteur de restriction de l’infection par le 
VIH-1 dans les cellules dendritiques (Laguette, Sobhian et al. 2011), les monocytes (Berger, 
Sommer et al. 2011), les macrophages (Hrecka, Hao et al. 2011) et les cellules de la lignée 
THP-1 (Laguette, Sobhian et al. 2011), contrecarré par la protéine virale Vpx. En effet, en 
2012, Descours et Baldauf ont montré que SAMHD1 est exprimé dans les lymphocytes T 
CD4+ quiescents et que ce dernier limite l’infection de ces cellules par le VIH-1 (Baldauf, Pan 
et al. 2012, Descours, Cribier et al. 2012). De façon intéressante le traitement des 
lymphocytes T CD4+ quiescents par la protéine Vpx induit la dégradation de SAMHD1 et 
augmente l’infection de ces cellules par le VIH-1.  

SAMHD1 s’est par la suite avéré actif contre d’autres virus et dans d’autres populations 
cellulaires. En effet, SAMHD1 représente également un facteur de restriction actif dans les 
macrophages et les cellules de la lignée THP-1 contre certains rétrovirus de différents genres, 
notamment : le VIF (virus de l’immunodéficience féline), l’EIAV (virus de l’anémie 
infectieuse des équidés), le virus du sarcome de Rous et le MPMV (Mason-Pfizer Monkey 
virus) (Gramberg, Kahle et al. 2013, White, Brandariz-Nunez et al. 2013). SAMHD1 
empêche aussi l’infection des cellules THP-1 par le MLV (virus de la leucémie murine B ou 
N tropiques) et le virus de l’immunodéficience bovine (VIB) (White, Brandariz-Nunez et al. 
2013). De même, une étude a montré que l’expression de SAMHD1 dans des cellules de 
lignées hépatiques pouvait empêcher leur infection par le virus de l’hépatite B (Berger, 
Sommer et al. 2011).  

II. 2. a. Activités de SAMHD1 

SAMHD1 est une protéine de 626 acides aminés (Goldstone, Ennis-Adeniran et al. 2011) 
composée : d’un domaine SAM (Sterile Alpha Motif) N-terminal conservé, précédé par un 
signal de localisation nucléaire (NLS), impliqué dans des interactions avec des acides 
nucléiques notamment des ARN (Kim and Bowie 2003) ou des interactions protéine-
protéine, et d’un domaine HD (Hydroles, Histidine/Aspartate) pouvant jouer le rôle d’une 
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phosphohydrolase (Aravind and Koonin 1998), ainsi qu’une région C-terminale qui, en 
présence de Vpx, intervient dans le recrutement du complexe E3-ligase et marque SAMHD1 
pour la dégradation (Powell, Holland et al. 2011). A ce jour, deux activités catalytiques ont été 
attribuées à la protéine SAMHD1 : une activité dNTP triphosphohydrolase et une activité 
exonucléase.  

II. 2. a. 1. Activité dNTP triphosphohydrolase 

SAMHD1 est une désoxynucléoside triphosphate (dNTP) triphosphohydrolase capable de 
convertir les dNTP en désoxynucléotides et en triphosphate inorganique (Goldstone, Ennis-
Adeniran et al. 2011, Powell, Holland et al. 2011, Amie, Bambara et al. 2013) lors d’une 
stimulation par le dGTP (désoxyguanosine triphosphate) (Kim, Nguyen et al. 2012) ou le 
GTP (guanosine triphosphate) (Hansen, Seamon et al. 2014). Cette activité de SAMHD1 a 
été testée sur des acides nucléiques polymérisés (ADN simple brin, double brin ou ARN) et 
sur d’autres types de nucléotides (désoxynucléosides mono ou di-phosphates), mais aucune 
activité phosphohydrolase n’a été observée. De plus, Powell a démontré en 2011 que l’activité 
dNTPase de SAMHD1 était exclusivement dépendante du domaine HD de cette protéine 
(Powell, Holland et al. 2011).  

 

Figure 13. Schéma de l’activité dNTPase de SAMHD1 et formation séquentielle des tétramères 
(adapté de (Ballana and Este 2015)). (1) Dimérisation de la protéine par fixation d’un GTP ou d’un 
dGTP au niveau du site activateur. (2) Tétramésisation de la protéine par fixation d’un dNTP au 
niveau des sites activateurs du dimère. (3) Activité catalytique du tétramère sur les dNTP.  

Dans la cellule, SAMHD1 peut être présent sous forme monomérique ou dimérique, mais 
son activité dNTPase n’est exercée que par sa forme tétramérique (Figure 13) (Ji, Wu et al. 
2013, Yan, Kaur et al. 2013, Zhu, Gao et al. 2013). Après son action de clivage des dNTP, 

shown to abrogate HIV-1 replication without affecting cellular dNTP levels, which may not be
consistent with a role for SAMHD1 dNTPase activity in HIV-1 restriction [30]. Based on that,
dNTP depletion may be either not sufficient for antiviral activity or not required.

The characterization of SAMHD1 mutations, which induce loss of function through both RNase
and dNTPase activities or exclusively by either RNase or dNTPase activity, yielded the hypothe-
sis that RNase function of SAMHD1 is essential for HIV-1 restriction [25,36,42]. Thus, an
alternative mode of action to explain SAMHD1-mediated viral restriction has been proposed
in which SAMHD1 specifically targets HIV-1 RNA for degradation before it is reverse-transcribed
in the cytoplasm (Figure 1B). Additionally, this RNase function may be specific to retroviruses [42]

GTP/dGTP
GTP/dGTP
dNTP dNTPs

SAMHD1 oligomer Monomer / Dimer

Viral RNA Proviral DNA

Ub

SAMHD1 func!onSAMHD1 func!on

dNTP dN + PPPi

TetramerTetramer

dNTPase ac!vity –

+

+ ++ +++

+ +

+ ++

RNase ac!vity

Cellular dNTP levels

HIV-1

(B)

(A)

HIV RT

SAMHD1
dNTPase ac!vity

SAMHD1

Vpx

Proteosomal degrada!on

HIV-2

CRL4"#$%1  complex

RNase ac!vity

Figure 1. Proposed Models for SAMHD1-Mediated Restriction. (A) Oligomerization of SAMHD1 and allosteric
activator/substrate binding. Each SAMHD1 monomer has two allosteric binding sites (triangles) and a substrate-binding site
(star). Protein activation requires the binding of at least GTP or dGTP to the allosteric sites (filled triangles). Reported
dNTPase and RNase catalytic activities in each oligomeric form as well as intracellular dNTP requirements are shown
(bottom table). The RNAse activity of SAMHD1 has been recently challenged as a possible contaminant. (B) SAMHD1
restricts HIV-1 infection at the reverse transcriptase (RT) step in nonproliferating cells. Putative restriction mechanisms
underlying both dNTPase (left) and RNAse (right) functions are depicted. HIV-2 Vpx induces degradation of SAMHD1 by
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cette forme tétramérique de SAMHD1 est capable de persister même en absence de GTP et 
de dNTP (Hansen, Seamon et al. 2014). Ces tétramères se forment de façon séquentielle : 
l’interaction de SAMHD1 avec le GTP promeut la formation de dimères. La reconnaissance 
de dNTP par ces dimères au niveau d’un site régulateur promeut à son tour la formation de 
tétramères pourvus d’activité dNTPase (Ji, Tang et al. 2014, Koharudin, Wu et al. 2014, 
Miazzi, Ferraro et al. 2014, Li, Kong et al. 2015). 

SAMHD1 peut donc restreindre  l’infection par le VIH-1 en diminuant la quantité de dNTP 
disponible dans les cellules. La diminution des dNTP, nécessaires à la synthèse de l’ADN 
viral bloquerait la phase de transcription inverse.  

II. 2. a. 2. Activité exonucléase  

Bien que le consensus accepté soit que SAMHD1 limite l'infection du VIH-1 par la déplétion 
des dNTP intracellulaires, plusieurs études réalisées in vitro ont montré que SAMHD1 
interagit avec l’ARN simple brin et l’ADN simple brin (Goncalves, Karayel et al. 2012, 
Tungler, Staroske et al. 2013), et que cette protéine possède une activité nucléase sur ces deux 
substrats, dépendante de la présence de cations métalliques (Figure 14). Cette activité a été 
caractérisée par la suite comme étant une activité exonucléase 3’ vers 5’ clivant les nucléotides 
un par un, et capable de dégrader les ARN et les ADN simple brin y compris ceux codant 
pour les protéines Gag et Tat du VIH-1. Il a également été montré que cette activité 
exonucléase de SAMHD1 est fortement dépendante du domaine HD mais également du 
domaine SAM, sans lequel l’activité nucléase serait limitée (Beloglazova, Flick et al. 2013). 

En présence des deux substrats (ADN et ARN simple brin), les études de Bürckstümmer  et 
de Yakunin ont démontré que SAMHD1 interagissait préférentiellement avec l’ARN 
(Goncalves, Karayel et al. 2012, Beloglazova, Flick et al. 2013), en revanche, l’équipe de Ahn 
a montré plus tard une activité nucléase dirigée uniquement sur les ARN simples brins (Ryoo, 
Choi et al. 2014). Les travaux in vivo de Ahn montrent également l’activité nucléase de 
SAMHD1 dans les lymphocytes T CD4+ quiescents et dans les macrophages, permettant la 
dégradation du génome du VIH-1 dès les phases précoces de la transcription inverse (Ryoo, 
Choi et al. 2014). 
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Figure 14. Représentation schématique des différents mécanismes de restriction médiés par 
SAMHD1 (adapté de (Ballana and Este 2015)). SAMHD1 limite l'infection par le VIH-1 en 
boquant la phase de transcriptase inverse. Les mécanismes de restriction sous-jacents aux fonctions 
dNTPase (Gauche) et RNAse (Droite) sont représentés. La protéine Vpx du HIV-2 induit la 
dégradation de SAMHD1 en le ciblant sur le protéasome par addition d'ubiquitine (Ub), et contourne 
la restriction virale de SAMHD1. 

De façon intéressante, ces diverses études ayant mis en évidence l’activité exonucléase de 
SAMHD1, montrent aussi qu’en présence de dGTP, cette activité est inhibée (Beloglazova, 
Flick et al. 2013, Ryoo, Choi et al. 2014). L’équipe de Yakunin a démontré également que la 
présence de dGTP pouvait inhiber l’interaction de SAMHD1 avec les acides nucléiques 
(Beloglazova, Flick et al. 2013). En parallèle de ces études, le groupe de Kim a démontré 
qu’en contre partie, l’activité dNTPase de SAMHD1 n’était en aucun cas inhibée en présence 
d’ADN ou d’ARN simples brins (Amie, Bambara et al. 2013).  

II. 2. b. Régulation de l’expression de SAMHD1 

II. 2. b. 1. Modulation en phase transcriptionnelle et post-transcritionnelle  

Les travaux de De Silva ont montré que la méthylation du promoteur de SAMHD1 est à 
l’origine de l’inhibition de l’expression de la protéine. En effet, ces résultats montrent que dans 
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sis that RNase function of SAMHD1 is essential for HIV-1 restriction [25,36,42]. Thus, an
alternative mode of action to explain SAMHD1-mediated viral restriction has been proposed
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in the cytoplasm (Figure 1B). Additionally, this RNase function may be specific to retroviruses [42]
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les lymphocytes T CD4+ et les cellules de lignées THP-1 qui expriment la protéine SAMHD1 
et l’ARNm correspondant, le promoteur de SAMHD1 n’est pas méthylé. Inversement, dans 
les cellules de lignée Jurkat le promoteur de SAMHD1 est méthylé et la protéine SAMHD1 
n’est pas exprimée (de Silva, Hoy et al. 2013, de Silva, Wang et al. 2014). Dans le contexte 
d’une infection par le VIH-1, il a été observé que le traitement des monocytes par l’IFN de 
type-1 et des macrophages par une combinaison d’IL-12 et d’IL-18 pouvait induire 
l’expression de la protéine SAMHD1 et de l’ARNm correspondant. L’expression de 
SAMHD1 confère à ces cellules une résistance à l’infection (Berger, Sommer et al. 2011, 
Pauls, Jimenez et al. 2013). Il a été noté que dans certains cas, la protéine SAMHD1 n’est pas 
exprimée alors que le promoteur n’est pas méthylé. Le groupe de Wu a montré en 2014 que 
cela pouvait être dû à un mécanisme de régulation post – traductionnelle, impliquant un 
microARN (miR181) inhibiteur de l’ARNm SAMHD1 (Jin, Peng et al. 2014).  

II. 2. b. 2. Régulation en phase post-traductionnelle 

Comme SAMHD1 est également exprimé dans les lymphocytes T CD4+ activés qui sont 
favorables à l’infection productive, plusieurs études ont démontré une régulation post-
traductionnelle de la fonction de SAMHD1 dans la restriction du VIH-1. Les résultats de ces 
études ont montré que SAMHD1 est phosphorylé au niveau de plusieurs sites, cependant, la 
phosphorylation de la thréonine 592 a été identifiée comme essentielle à la modulation de son 
activité de restriction du VIH-1 (Cribier, Descours et al. 2013, Welbourn, Dutta et al. 2013, 
White, Brandariz-Nunez et al. 2013, Pauls, Ruiz et al. 2014, St Gelais, de Silva et al. 2014). 
Ces résultats indiquent que la phosphorylation module la capacité de SAMHD1 à bloquer 
l’infection sans affecter la formation des tétramères, c’est à dire que la phosphorylation T592 
abolit la restriction du VIH-1 par SAMHD1 sans modifier sa capacité à diminuer les niveaux 
de dNTP cellulaires (activité dNTPase) (Arnold, Groom et al. 2015, Tang, Ji et al. 2015). De 
plus, les groupes de Benkirane et de Strebel ont montré que la phosphorylation de T592 de 
SAMHD1 ne modifie ni sa sensibilité à Vpx, ni sa localisation nucléaire, ni son activité 
dNTPase (Cribier, Descours et al. 2013, Welbourn, Dutta et al. 2013). 

SAMHD1 est phosphorylée par les kinase 1 ou 2 dépendantes de la cycline (CDK1 ou 
CDK2) en complexe avec les protéines cycline A ou cycline B régulatrices du cycle cellulaire 
(Welbourn, Dutta et al. 2013, White, Brandariz-Nunez et al. 2013). Cette régulation de la 
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fonction SAMHD1 est associée au cycle cellulaire, car la CDK1 et la cycline A sont 
fortement exprimées dans les cellules en division. En effet, SAMHD1 est phosphorylé au 
niveau de la T592 uniquement dans des cellules sujettes à des divisions cellulaires et non pas 
dans des cellules quiescentes ou différenciées (Cribier, Descours et al. 2013, Pauls, Ruiz et al. 
2014). En outre, la phase S du cycle cellulaire nécessite des niveaux élevés de dNTP, 
indiquant une modulation de l'activité de dNTPase de SAMHD1 pendant le cycle cellulaire 
(Pauls, Ruiz et al. 2014).  

Le groupe de Benkirane a d’ailleurs montré que le traitement avec de l’INF de type-1 de 
cellules de la lignée THP-1, de cellules dendritiques, de lymphocytes T CD4+  activés ou de 
macrophages induit une diminution de la phosphorylation sur la T592. Inversement, une 
activation par un traitement CD3/CD28/IL2 de lymphocytes T CD4+  ou de PBMC induit 
une augmentation de la phosphorylation (Cribier, Descours et al. 2013). Une autre étude, 
menée par le groupe d’Alcami, a évalué l’effet des γc-cytokines telles que IL-2 et IL-7 et a 
déterminé qu’elles induisaient la phosphorylation de SAMHD1 dans les lymphocytes T CD4+ 

favorisant ainsi leur susceptibilité à l’infection par le VIH-1 (Coiras, Bermejo et al. 2016). De 
plus, il a été observé que le dasatinib, un inhibiteur des tyrosines kinases essentielles lors de 
l’activation des cellules T sous l’action de l’IL-7 (Johnston, Bacon et al. 1996), interférait avec 
la phosphorylation de SAMHD1 induite par l'IL-7, ce qui préserve son activité antivirale 
(Coiras, Bermejo et al. 2016). 

Le groupe de Pancino a montré que l’induction de P21 (P21 Cip1/Waf), un régulateur du 
cycle cellulaire et inhibiteur de CDK, inhibait la réplication du VIH-1 dans les macrophages 
(Bergamaschi, David et al. 2009, Allouch, David et al. 2013). En effet, l’expression de P21 
bloque la biosynthèse de dNTP dans les macrophages par régulation négative de la sous-unité 
RNR2 de la ribonucléotide réductase, une enzyme essentielle à la réduction des 
ribonucléotides en dNTP (Allouch, David et al. 2013). Par ailleurs, il a été démontré que P21 
régulait la phosphorylation de SAMHD1 dans les macrophages (Allouch, David et al. 2014, 
Pauls, Ruiz et al. 2014) car la capacité de P21 à inhiber CDK régule l'activité antivirale de 
SAMHD1 en altérant sa phosphorylation au niveau de la T592 induite par CDK (Cribier, 
Descours et al. 2013, Welbourn, Dutta et al. 2013, White, Brandariz-Nunez et al. 2013, 
Badia, Pujantell et al. 2016). 
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Les niveaux de protéines SAMHD1 peuvent être modifiés à différents stades du cycle 
cellulaire en fonction du type cellulaire (Franzolin, Pontarin et al. 2013, Yan, Hao et al. 
2015). Le rôle des complexes cyclines (A, B)/CDK (1, 2) dans le mécanisme de régulation 
post-traductionnelle de SAMHD1 est avéré et indique que cette régulation est étroitement 
liée à celle du cycle cellulaire.  

II. 2. b. 3. Importance de Vpx dans la régulation de SAMHD1 

La protéine virale Vpx est exprimée par le VIH-2 et les VIS qui lui sont apparentés (VISSM et 
VISMAC) et lorsque cette protéine n’est plus exprimée par ces souches virales, celles ci s’avèrent 
moins infectieuses (Fletcher, Brichacek et al. 1996, Sharova, Wu et al. 2008). En revanche, le 
VIH-1, le VISCPZ et le VISGOR n’expriment pas la protéine virale Vpx, et l’apport de cette 
protéine virale pendant ou avant l’infection par VIH-1 augmente significativement l’infection 
des cellules myéloïdes par ce virus (Figure 15) (Goujon, Arfi et al. 2008, Berger, Goujon et al. 
2009, Kaushik, Zhu et al. 2009), mettant ainsi en évidence le rôle de Vpx dans l’infection 
virale. 

Les mécanismes de régulation de SAMHD1 par la protéine virale Vpx ont été largement 
étudiés. En effet, il a été montré que la protéine Vpx contrecarre vraisemblablement 
SAMHD1 par l’interaction avec le domaine C-terminal de SAMHD1 et recrutement d’une 
ubiquitine E3-ligase afin d’induire la dégradation par le protéasome, ce qui abolit la restriction  

Figure 15. Représentation schématique des génomes du VIH-1 et du VIH-2 (Ayinde, Maudet et al. 
2010). Les cases grises représentent les gènes de structure; les cases bleues indiquent les gènes 
régulateurs; et les cases roses indiquent les gènes accessoires. 

Ayinde et al. Retrovirology 2010, 7:35
http://www.retrovirology.com/content/7/1/35
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illustrates the quite common necessity for viruses to cope
with a cellular environment that may restrict their repli-
cation in many ways. Thus, it appears that HIV accessory
proteins mainly serve as a means to neutralize host fac-
tors that compromise the efficiency of viral replication in
particular settings. Moreover, several of these host factors
are not passive barriers but rather intrinsic antiviral cell
defenses acquired during evolution.

A common genetic origin for Vpr and Vpx
As mentioned above, the genome of the HIV-2 lineage
encodes Vpr, an ortholog of the HIV-1 Vpr protein, and
Vpx, which has no counterpart in the HIV-1 lineage [9-
11]. Thorough comparisons soon revealed sequence simi-
larity between Vpx and Vpr, pointing to a common ances-
tral origin of the two genes [12-14]. This similarity
extended to an important biological aspect: Vpx and Vpr
were shown to be actively encapsidated through their
association with the p6 gag product, a feature unique to
these two accessory proteins [15-21]. Thus, these pro-
teins are delivered into the cell upon virion entry, sug-
gesting a role in the early steps of the viral life cycle which
culminate in the integration of the viral cDNA into the
host genome.

It is now widely accepted that HIV-1 and HIV-2
emerged from cross-species transmission of primate len-
tiviruses that naturally infect chimpanzees (SIVcpz) and
sooty mangabeys (SIVsm) respectively [22]. Transmission
events from SIVsm-infected mangabeys to macaques also
occurred in captive animals giving rise to SIVmac, which
causes a disease similar to human AIDS and is therefore
largely used as an experimental model [23].

Besides the HIV-1 and the HIV-2/SIVsm lineages, sev-
eral other lentiviral lineages have been identified in

diverse African primates, prompting additional genetic
comparisons and phylogenetic studies. The Vpr/Vpx pre-
cursor gene is believed to have undergone complex dupli-
cation and recombination events during the
diversification of primate lentiviruses [14].

Both SIVrcm and SIVmnd2, which infect red-capped
mangabeys and mandrils respectively, carry two genes
which are likely orthologs of the Vpr and Vpx genes found
in the HIV-2 lineage and which have therefore been
named Vpr and Vpx [24,25]. All other primate lentiviral
lineages, such as African green monkey SIVagm, contain
a single gene named Vpr, in reference to the genetic orga-
nization of HIV-1 which contains only one of the two
genes. However, this nomenclature might be misleading
since the corresponding genes do not form a monophyl-
etic cluster and show substantial sequence divergence
from the prototypical HIV-1 Vpr [25].

Role and importance of Vpr in macrophage infection by HIV 
viruses: absence of a clear picture
Up until quite recently, Vpr had been presented in most
publications and reviews as a protein which facilitates
HIV-1 macrophage infection by contributing to nuclear
import of the viral pre-integration complex (PIC) [26].
Several lines of evidence supported this view. In the ret-
rovirus life cycle, integration of viral cDNA into the host
DNA is a prerequisite for the synthesis of new virions.
Unlike gammaretroviruses, lentiviruses can achieve this
step independently of the nuclear envelope breakdown
which occurs during mitosis, hence their ability to infect
non-cycling cells. This property implies that lentiviruses
such as HIVs have evolved a mechanism that enables effi-
cient nuclear translocation of the viral PIC which is
formed in the cytoplasm after completion of the reverse

Figure 1 Schematic representation of HIV-1 and HIV-2 genomes. Grey boxes represent structural genes; blue boxes indicate regulatory genes; 
and pink boxes indicate accessory genes.
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médiée par SAMHD1 (Hrecka, Hao et al. 2011, Laguette, Sobhian et al. 2011, Ahn, Hao et 
al. 2012, Wei, Guo et al. 2012). 

II. 2. c.  Fonctions cellulaires de SAMHD1 

Les mutations au niveau du gène SAMHD1 affectant son activité enzymatique sont associées 
au syndrome d'Aicardi-Goutières (AGS), une maladie auto-immune encéphalopathique qui 
touche essentiellement les nourrissons. Le syndrome AGS est caractérisé par des symptômes 
imitants une infection virale chronique (Aicardi and Goutieres 1984, Lebon, Badoual et al. 
1988, Rice, Bond et al. 2009). A ce jour, les mutations au niveau de SAMHD1 sont à 
l’origine de 13% des cas d’AGS (Crow, Chase et al. 2015). Cette maladie entraine une 
production aberrante d’IFN-α, de néoptérine et un recrutement de leucocytes dans le liquide 
céphalorachidien (Dale, Gornall et al. 2010, Ravenscroft, Suri et al. 2011, Crow 2013, Crow, 
Chase et al. 2015). De plus, les mutations dans les gènes codants pour les protéines 
impliquées dans le métabolisme des acides nucléiques, y compris TREX1 (code pour une 
éxonucléase) et SAMHD1, provoquent une accumulation de dNTP intracellulaires, lesquelles 
sont détectées par les PRR (pattern recognition receptors) et entraînent une réponse 
immunitaire en absence de pathogènes. Il est donc supposé que SAMHD1 pourrait limiter 
l’expression des éléments mobiles du génome, via ses deux activités dNTPase et exonucléase, 
empêchant ainsi l'accumulation de dNTP intracellulaires. Ces données suggèrent que 
SAMHD1 pourrait avoir un rôle dans la régulation de l’immunité innée et dans le 
métabolisme des acides nucléiques. 

De plus, les patients AGS présentants des mutations dans le gène SAMHD1 développent une 
forme sévère de la maladie, se traduisant par des signes de lupus érythémateux avec de 
nombreux symptômes imitant ceux de l'infection par le VIH-1 (Kaliyadan 2008, Rice, Bond 
et al. 2009) et des problèmes vasculaires pouvant causer des accidents vasculaires cérébraux 
(Ramesh, Bernardi et al. 2010, Xin, Jones et al. 2011), suggérant un rôle de SAMHD1 dans 
l’homéostasie vasculaire. 

Par ailleurs, il a été montré que la dérégulation de SAMHD1 a un impact sur le cycle 
cellulaire car la diminution de son expression ralentit la prolifération de la cellule, ce qui 
provoque une accumulation de cellules en phase G1 empêchant la transition G1/S (Franzolin, 
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Pontarin et al. 2013, Kretschmer, Wolf et al. 2015), un déséquilibre de dNTP en même 
temps qu’une forte augmentation de dGTP (Franzolin, Pontarin et al. 2013) et s’accompagne 
d’une induction d’inhibiteurs du cycle cellulaire tels que P16 et P21 (Kretschmer, Wolf et al. 
2015). Le groupe de Lee-Kirsch a montré que les fibroblastes de patients AGS présentaient 
des dommages d’ADN chroniques et des focis d’hétérochromatine dans le noyau qui 
entrainent des retards de progression du cycle accompagnés d’une senescence cellulaire 
(Kretschmer, Wolf et al. 2015). La sénescence est un état d'arrêt permanent du cycle cellulaire 
qui représente une réponse au stress cellulaire pouvant être induite par divers stimuli 
extrinsèques et intrinsèques, notamment des dommages à l'ADN (Campisi and d'Adda di 
Fagagna 2007).  

D’autres phénomènes tels que des délétions dans l’ADN mitochondrial ont été observées chez 
des patients dont le gène SAMHD1 a subit des mutations, suggérant que SAMHD1 pourrait 
jouer un rôle dans l’homéostasie cellulaire (Leshinsky-Silver, Malinger et al. 2011). 

Toutes ces données suggèrent que SAMHD1 joue divers rôles importants, comprenant la 
modulation du cycle cellulaire, la régulation de réponses immunitaires innées et le contrôle de 
l’homéostasie cellulaire. 

III. Persistance du virus et réservoirs viraux 

III. 1. La persistance virale 

Bien que les thérapies antirétrovirales c-ART soient très efficaces pour réduire la morbidité et 
la mortalité liée au VIH-1 (Palella, Delaney et al. 1998) et épargner ainsi des millions de vies 
(Walensky, Paltiel et al. 2006), c-ART ne parvient pas à l’éradication complète du virus de 
l’organisme (Richman, Margolis et al. 2009, International, Deeks et al. 2012). En effet, c-
ART inhibe considérablement la réplication du VIH-1 et permet de réduire la charge virale 
plasmatique à des niveaux indétectables (Chun, Carruth et al. 1997, Finzi, Hermankova et al. 
1997, Perelson, Essunger et al. 1997, Wong, Hezareh et al. 1997) mais dès lors que le 
traitement est interrompu, un rebond viral rapide est observé chez de nombreux individus 
(Figure 16) (Davey, Bhat et al. 1999). Ce rebond de charge virale est la preuve incontestable 
de la persistance du virus et de la mise en place d’un réservoir pour le VIH-1 malgré les 
traitements c-ART (Davey, Bhat et al. 1999, Kulpa and Chomont 2015). 
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Figure 16. Définition du réservoir du VIH-1 (Kulpa and Chomont 2015). Une infection par le VIH-1 
non traitée se caractérise par des taux élevés de réplication virale pouvant être mesurés dans le plasma 
des personnes infectées par le VIH-1. La thérapie c-ART réduit la réplication virale à des niveaux 
indétectables par des mesures de charge virale. Lorsque le traitement antirétroviral c-ART est 
interrompu, la réplication du VIH-1 reprend, révélant que le VIH-1 persistait dans les «réservoirs» 
cellulaires et anatomiques au cours c-ART et que ces réservoirs pouvaient réenclencher  l’infection.  

De ce fait, malgré la mise sous traitement, le virus persiste dans des réservoirs cellulaires et 
anatomiques tout au long de la vie des individus infectés. Ces réservoirs se définissent 
essentiellement par : des cellules/tissus infectés contenant du génome viral inductible et qui 
sont capables de produire du virus infectieux avec une cinétique de renouvellement plus lente 
(Blankson, Persaud et al. 2002, Chun, Justement et al. 2007, Eriksson, Graf et al. 2013) et 
sont impliqués dans la maintenance à long terme du virus dans l’organisme (Figure 17) 
(Chun, Engel et al. 1998, Persaud, Zhou et al. 2003).   

Deux mécanismes majeurs ont été décrits comme contribuants à la persistance du VIH-1. Le 
premier mécanisme consiste en la mise en place précoce d’un petit pool de cellules infectées de 
manière latente, de longue durée de vie, pouvant être réactivées pour assurer le maintien du 
virus pendant des décennies (Siliciano, Kajdas et al. 2003, Chomont, El-Far et al. 2009). Le 
second mécanisme se caractérise par la capacité du VIH-1 à continuer à se répliquer à de 
faibles niveaux (réplication virale résiduelle) dans des réservoirs anatomiques inaccessibles aux 
molécules antirétrovirales (Fletcher, Staskus et al. 2014).  

60 DA Kulpa and N Chomont

REVIEW Journal of Virus Eradication 2015; 1: 59–66

the reservoir may be seeded in the first days following infection.
Identifying the precise timing during which the latent reservoir is
established is technically challenging as at the early stages the
bulk of infected cells are likely to be productively infected, which
complicates the effort to identify the minute fraction of latently
infected CD4+ T cells.

In addition to the quantitative restriction by early ART, the
reservoir is less genetically diverse in subjects who start ART early
in infection [21]. More importantly, it may be more easily targeted
by autologous HIV! specific CD8+ T cell responses, as viruses
archived at a later stage of the disease are more likely to present
escape mutations [22]. Therefore, the benefits of early ART
intervention in the context of curative strategies are both
qualitative and quantitative.

Of note, early ART is the only currently available intervention
that limits the size of the latent HIV reservoir and leads to clinical
benefits in HIV! infected individuals. A prime example is the case
of the ‘Mississippi child’ who started ART by 2 days of life for
18 months and was able to remain virally suppressed for
27 months in the absence of ART [23]. Similarly, ‘post-treatment
controllers’ from the VISCONTI cohort of adults started ART
within the first 2 months of infection and were able to control
viraemia without ART for more than 5 years [24,25]. The
mechanisms by which early ART can lead to natural viral control
in a subset of individuals are still under investigation. Although
the mechanisms are likely to differ between individuals who are
able to control replication-competent virus for different periods
of time (‘Boston patients’ [26], Mississippi child [23],
post! treatment controllers [25], elite controllers [27]), a reduced
frequency of infected cells is common to all. This reinforces the
clinical relevance of early ART interventions, which greatly limit
the size of the reservoir, in curative strategies.

Where is the reservoir maintained?

Cellular reservoirs

Although alternative reservoirs may contribute to HIV persistence
(detailed below), CD4+ T cells represent the best-characterised
reservoir for HIV in virally suppressed subjects on long! term
ART [3,4,28,29]. CD4+ T cells can be further subdivided into
subsets according to their memory status or their effector
functions upon stimulation (Figure 2).

Within the CD4 compartment, naïve cells and recent thymic
emigrants can carry HIV DNA and replication! competent HIV
[30≤32], but their frequency of infection is usually much lower
than that of memory CD4+ T cells [21,29,33,34]. Within the
memory compartment, central (T&0 ), transitional (T7 0 ) and
effector memory (T( 0 ) cells are the three major reservoirs for HIV
in individuals on suppressive therapy and harbour
replication! competent virus [29], although their contribution to
the functional reservoir may vary [35]. In addition, two groups
have recently shown that the recently identified CD4+ T memory
stem cells (T6 & 0 ) harbour high per-cell levels of HIV-1 DNA and
make increasing contributions to the total reservoir measured by
HIV DNA over time [36,37].

As an alternative to the CD4+ T cell subsets that distinguish
different stages of T cell differentiation (T&0 , T7 0 and T( 0 ), the
CD4 compartment can be divided into subsets that demarcate
different functional programs and homing capacities including
Th1, Th2, Th17, regulatory T cells (Tregs) and follicular T helper
cells (Tfh). It is well established that the effector function of
CD4+ T cells, which is based on the expression of particular
transcription factors, chemokine receptors and cytokine secretion
upon stimulation, influence the capacity of this particular cell to
serve as a long-term reservoir for HIV during ART [38,39]. In
particular, regulatory Tregs [40] and Tfh cells [41] may represent
preferential cellular reservoirs for HIV in virally suppressed
individuals. CD4+ T cells expressing CCR6, a marker of Th17 cells
with homing capacity to the gut, are highly sensitive to HIV
infection [42≤44]. This could be attributed to the intrinsic nature
of Th17 cells rather than to their homing potential, since CD4+
T cells expressing the integrin beta 7, another marker for homing
potential, do not display this increased sensitivity to HIV
infection [38]. Indeed, the majority of HIV type 1 DNA in
circulating CD4+ T lymphocytes is present in non-gut-homing
resting memory CD4+ T cells [45].

In addition to CD4+ T cells, non-conventional cellular HIV
reservoirs have been described. They include CD8+ T cells [46,47],
the double negative CD3+CD4-CD8-subset [48,49] and cells
from the myeloid lineage including circulating monocytes [50≤53].
In the NHP model of SIV infection, myeloid cells containing viral
DNA show evidence of T cell phagocytosis in vivo, suggesting that
their viral DNA may be attributed to phagocytosis of infected T
cells [54], questioning the role of myeloid cells as a major source

Figure 1. Clinical definition of the HIV reservoir. Untreated HIV infection is characterised by high levels of viral replication that can be measured in the plasma of HIV-infected
individuals. ART reduces viral replication  to undetectable levels by standard viral load measurements. When ART is interrupted, HIV replication resumes, revealing that HIV
persisted in cellular and anatomical ‘reservoirs’ during ART and that these reservoirs can re-ignite infection.
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Figure 17. Les mécanismes de la persistance du VIH-1 au cours du traitement antirétroviral c-ART 
(International, Deeks et al. 2012). (Gauche) Le mécanisme principal de l’établissement de la latence 
est probablement l'infection des lymphocytes T CD4+ activées. La plupart de ces cellules meurent, 
mais une minorité retourne à un état de latence. Centre- Le sort de ces lymphocytes T CD4+ 
mémoires "latents" peut être la mort par apoptose, ou deviennent une source de nouvelles infections, 
persistent sous forme de cellules à longue durée de vie ou se développent par des mécanismes 
d’homéostasie. (Droite) Les mécanismes immunitaires contribuant à la persistance du virus incluent 
des mécanismes qui maintiennent les cellules dans un état de latence (Surexpression de PD-1) ainsi 
que le dysfonctionnement immunitaire inefficace à l’élimination des cellules infectées.  

De plus, de multiples mécanismes encore mal définis contribuent à un état persistant du 
dysfonctionnement immunitaire accompagné de l’incapacité des réponses immunitaires à 
reconnaître et à éliminer de manière efficace les cellules infectées. De tels mécanismes 
comprennent la fibrose tissulaire lymphoïde, une perte irréversible de l'intégrité de la 
muqueuse intestinale, une fréquence supérieure à la normale de lymphocytes T activés, une 
charge insoutenable de coinfections et une perte de cellules immunorégulatrices (Brenchley, 
Price et al. 2006, Zeng, Smith et al. 2011). Des niveaux élevés d'inflammation tissulaire et 
d'activation des cellules immunitaires pourraient, à leur tour, augmenter le nombre de cellules 
susceptibles à l’infection (Chun, Nickle et al. 2005) et aussi augmenter la prolifération 
homéostatique de cellules infectées de manière latente (Chomont, El-Far et al. 2009). De ce 
fait, l'inflammation non résolue observée chez la majorité des personnes sous c-ART peut 
contribuer au maintien d'un réservoir stable pour le VIH-1 en favorisant les deux mécanismes 
de persistance susmentionnés (Hatano, Jain et al. 2013, Cockerham, Siliciano et al. 2014).  

 

Figure 2. Mechanisms of HIV persistence during antiretroviral therapy
The left panel illustrates how latent HIV infection can be established in T cell and myeloid
cell reservoirs. The primary mechanism is probably infection of activated memory CD4+ T
cells. Most of these cells die, but a minority revert to a resting state. The centre panel
illustrates the fate of these now resting ‘latently infected’ memory CD4+ T cells. These cells
either die slowly, become a source of new infections, persist as long-lived cells or expand
through homeostatic mechanisms. The right panel depicts some immune mechanisms that
contribute to persistence. These include mechanisms that maintain cells in a resting state (for
example, the upregulation of programmed cell death protein 1 (PD1)). Immune dysfunction
during therapy probably reduces the efficient clearance of infected cells.
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III. 2. Le réservoir latent et le réservoir actif  

De manière générale, le réservoir viral est définit comme étant un groupe de cellules ou un site 
anatomique dans lequel le génome du virus s’intègre, persiste et forme un réservoir proviral 
cellulaire compétent et extrêmement stable, produisant peu ou pas de virus ni d’antigènes 
viraux, et protégé de l’attaque par le système immunitaire et de l’effet cytopathique du VIH-1 
(Blankson, Persaud et al. 2002, Ruelas and Greene 2013). Ce réservoir cellulaire se caractérise 
par une cinétique de renouvellement considérablement lente (Blankson, Persaud et al. 2002).  

Le réservoir latent a été identifié dans un petit groupe de lymphocytes T CD4+ quiescents 
capables de persister chez des individus sous traitement c-ART avec des charges virales 
indétectables (Finzi, Blankson et al. 1999, Kulpa and Chomont 2015), et de produire  du 
virus infectieux suite à une activation cellulaire. Tout comme il a été montré que la demi-vie 
moyenne de ce réservoir latent était très longue (43,9 mois) et que son éradication pouvait 
prendre jusqu’à 60 ans (Finzi, Blankson et al. 1999). A ce jour, deux mécanismes peuvent 
expliquer l’infection latente des lymphocytes T CD4+ quiescents : Le VIH-1 peut soit 
directement infecter les lymphocytes T CD4+ quiescents (Swiggard, Baytop et al. 2005, 
Cameron, Saleh et al. 2010), ou alors infecter des lymphocytes T CD4+ mémoires activés qui 
parviennent par la suite à échapper à la mort cellulaire pour finalement revenir à un état de 
quiescence (Bosque and Planelles 2009). Une fois que ces cellules sont infectées, la latence du 
VIH-1 est enclenchée via divers mécanismes, notamment l'intégration de l’ADN du VIH-1 
dans les LT CD4+ quiescents qui, le plus souvent, se fait en régions sous-optimales pour 
l'expression génique provirale - expression génique virale faible en efficacité après 
l'intégration- et non pas dans des régions activement transcrites (Brady, Agosto et al. 2009). 
La suppression des facteurs de transcription dans les LT CD4+ quiescents et les faibles taux de 
transactivateurs de la protéine d'expression génique du VIH-1 de ces cellules s’avèrent 
également importants (Pan, Baldauf et al. 2013). De plus, la transcription du VIH-1 peut-
être bloquée par une hyperméthylation de l'ADN et à la modification des histones et de 
l'ADN dans les séquences LTR du VIH-1 (Kauder, Bosque et al. 2009).  

En cours de traitement c-ART, la fréquence des lymphocytes T CD4+ ayant intégré un ADN 
de VIH-1 est associée à la fréquence de prolifération des lymphocytes T CD4+ mesurée par 
Ki67 (Chomont, El-Far et al. 2009). La relation directe entre la prolifération des LT et la 
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persistance du VIH-1 a récemment été rapportée par deux études fondamentales menées par 
les groupes de Hughes et Frenkel. Ces deux travaux ont identifié des sites spécifiques 
d'intégration du VIH-1 liés à l'expansion clonale des cellules infectées par le VIH-1. Les 
intégrations de provirus ont été fréquemment trouvées dans des gènes associés aux cancers ou 
à la régulation du cycle cellulaire, favorisant l’infection des cellules en prolifération et la 
persistance des cellules infectées en prolongeant leur survie (Maldarelli, Wu et al. 2014, 
Wagner, McLaughlin et al. 2014). Ces deux études ont d’avantage appuyé le concept de 
prolifération en tant que mécanisme de persistance virale dans les lymphocytes T CD4+ 
mémoire du sang périphérique et des tissus lymphoïdes (von Stockenstrom, Odevall et al. 
2015).  

Figure 18. Représentation schématique des différents mécanismes contribuant à la persistance du 
VIH-1 (Massanella, Fromentin et al. 2016). Chez les individus infectés par le VIH-1 et sous 
traitement c-ART, le réservoir latent (roue rouge) est maintenu par prolifération continue de cellules 
infectées de manière latente, pouvant produire des particules virales lors de l'activation constituant le 
réservoir productif (roue turquoise). Lorsque des cellules réactivées se trouvent dans des sanctuaires 
anatomiques / cellulaires, où les molécules antirétrovirales ne peuvent pas diffuser efficacement, des 
niveaux résiduels de réplication virale peuvent se produire (roue bleue), alimentant continuellement le 
réservoir latent. Des niveaux accrus d'activation immunitaire et / ou d'inflammation favorisent ces trois 
mécanismes de persistance du VIH-1 (petites roues). Plusieurs stratégies thérapeutiques conçues pour 
agir directement sur la production / réplication virale ou pour moduler les cellules immunitaires 
pourraient être utilisées pour interrompre ce cercle vicieux. 

Figure 1. 
In HIV-infected, ART-suppressed subjects, the latent reservoir (red wheel) is maintained by 
continuous proliferation of latently infected cells, which can produce viral particles upon 
activation constituting the productive reservoir (turquoise wheel). When reactivated cells are 
in anatomical/cellular sanctuaries, where ART cannot diffuse efficiently, residuals levels of 
viral replication can occur (blue wheel), fueling continuously the latent reservoir. Increased 
levels of immune activation and/or inflammation promote the three mechanisms of HIV 
persistence (small wheels). Several therapeutic strategies designed to act directly on viral 
production/replication or to modulate the immune cells could be used to interrupt this 
vicious circle.

Massanella et al. Page 16
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Plusieurs compartiments anatomiques tels que la muqueuse intestinale (Brenchley, Hill et al. 
2004, Brenchley, Schacker et al. 2004, Chun, Nickle et al. 2008, Sheth, Chege et al. 2008, 
Yukl, Gianella et al. 2010), le tractus génital (Deleage, Moreau et al. 2011), les ganglions 
lymphatiques (Pantaleo, Graziosi et al. 1993, Rothenberger, Keele et al. 2015) et le système 
nerveux central se sont révélés enrichis en cellules infectées par le VIH-1 (North, Higgins et 
al. 2010). Les concentrations des antirétroviraux dans certains de ces tissus se sont révélées 
inférieures à celles observées dans le sang périphérique, même chez des individus traités (Kim, 
Fromm et al. 1998, Fletcher, Staskus et al. 2014), ce qui indique qu’il y a établissement d’une 
réplication active et persistante dans ces tissus, malgré une charge virale indétectable dans le 
sang du fait des traitement c-ART. 

Cette réplication résiduelle du VIH-1 dans ces sanctuaires anatomiques et la dissémination 
hétérogène de molécules antirétrovirales entre les tissus d'un même individu (Thompson, 
Bokhart et al. 2015) peuvent induire l'activation des cellules présentes localement, les rendant 
ainsi plus permissives à l'infection par le VIH-1 (Biancotto, Iglehart et al. 2008), et favoriser 
la transmission du VIH-1 de cellule à cellule (Figure 18) (Sigal, Kim et al. 2011). Ces 
mécanismes assurent une constitution lente mais continue des réservoirs viraux et permettent 
de continuellement reconstituer le réservoir latent chez les individus sous traitement c-ART 
tout en maintenant une réplication active du virus mais à bas-bruit (Chun, Nickle et al. 2005, 
Chun, Justement et al. 2007, Yukl, Shergill et al. 2010, Sigal and Baltimore 2012). 

III. 3. L’établissement du réservoir : Quand ? Comment ?  

A ce jour, l’existence d’un réservoir viral est reconnue comme le principal obstacle à 
l’éradication du VIH-1 (Richman, Margolis et al. 2009). Une mise sous traitement c-ART 
précoce s’est avérée insuffisante pour empêcher l’établissement d’un réservoir viral. En effet, le 
réservoir est établi entre 48 et 72 heures après l'infection, a une longue demi-vie (Siliciano, 
Kajdas et al. 2003, Crooks, Bateson et al. 2015) et provoque un rebond viral lorsque le 
traitement c-ART est interrompu (Murray, Kwon et al. 2016). Des travaux menés sur le 
modèle primate non humain ont montré que l’initiation de traitement c-ART dès le troisième 
jour  post-infection ne pouvait pas empêcher la mise en place d’un réservoir viral, la preuve 
étant le rebond viral observé après interruption du traitement c-ART (Whitney, Hill et al. 
2014). D’autre part, une étude chez l’homme a montré que l'initiation du traitement c-ART 
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seulement 10 jours après l'apparition des symptômes de la primo-infection n'empêche pas la 
génération de lymphocytes T CD4+ infectés de manière latente (Chun, Engel et al. 1998). 
L’établissement du réservoir étant inévitable, plusieurs travaux indépendants ont néanmoins 
démontré qu’une initiation rapide des antirétroviraux juste après l’infection pouvait réduire la 
taille du réservoir du VIH-1 (Strain, Little et al. 2005, Archin, Vaidya et al. 2012, Buzon, 
Martin-Gayo et al. 2014, Ananworanich, Dube et al. 2015). La période requise pour le 
déclenchement du rebond viral après l’interruption du traitement c-ART est en corrélation 
avec la virémie totale au cours de l'infection aigue et avec l'ADN proviral détecté au moment 
de l’arrêt du traitement c-ART (Williams, Hurst et al. 2014). La mise précoce sous traitement 
c-ART semble donc une stratégie thérapeutique favorable à la réduction de la taille du 
réservoir.  

Le réservoir s’établit par l’intégration de l’ADNc du VIH-1 dans le génome cellulaire. 
Cependant, différentes formes d'ADN du VIH-1 ont été isolées dans les sous populations de 
LT CD4+. L’ADN du VIH-1 se présente sous forme intégrée et non intégrée telle que le 
complexe de préintégration linéaire et les cycles de répétition terminale 1 (LTR) et 2-LTR. 
La grande majorité des lymphocytes T CD4+ infectés contiennent une molécule d’ADN VIH-
1 (Josefsson, King et al. 2011), mais tous les ADN VIH-1 intégrés ne constituent pas 
forcement une source de virus capable de se répliquer après réactivation cellulaire (Rouzioux 
and Richman 2013). Une étude récente a suggéré que le nombre de cellules T CD4+ 
quiescentes, qui contiennent de l’ADN viral défectueux peut être considérablement plus élevé 
que le nombre de cellules infectées capables de produire un virus compétent pour la réplication 
après l’activation cellulaire (Eriksson, Graf et al. 2013). Les expériences de réactivation virale 
définissent formellement la capacité de cellules infectées à produire un virus actif capable 
d’assurer la propagation de l’infection.  La quantification des ARN du VIH-1 épissés et non 
épissés peut  constituer un marqueur des cellules productives, mais encore faut-il que la 
transcription se traduise par la production de virions (Schmid, Gianella et al. 2010). Le 
réservoir s’établit donc par l’infection active de lymphocytes T CD4+ capables de produire un 
virus compétent pour la réplication et capable d’engendrer un rebond viral après interruption 
de traitement c-ART. 
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III. 4. Les réservoirs cellulaires 

Le VIH-1 infecte de nombreuses cellules myéloïdes et lymphoïdes conférant suivant leur lieu 
de résidence et leur capacité de migration, des niveaux de réservoirs variables entre les 
différents compartiments tissulaires et cellulaires. 

III. 4. a. Les lymphocytes T CD4+  

Un grand nombre d'études décrit les lymphocytes T CD4+ comme le principal réservoir 
cellulaire du VIH-1. Le VIH-1 peut persister dans plusieurs sous-types de lymphocytes T 
CD4+, définis en fonction de leurs propriétés fonctionnelles (Gosselin, Monteiro et al. 2010, 
Monteiro, Gosselin et al. 2011, Wacleche, Goulet et al. 2016), et de leur stade de 
différenciation (Chomont, El-Far et al. 2009, Buzon, Sun et al. 2014, Jaafoura, de Goer 
de Herve et al. 2014). Les lymphocytes T CD4+ mémoires quiescents sont la forme de 
réservoir du VIH-1 qui a été la plus étudiée et l’infection latente de ces cellules est expliquée 
par la physiologie des lymphocytes T. En effet, il existe une relation entre l’état d’activation du 
lymphocyte T CD4+ infecté et sa capacité à produire du virus.  

La susceptibilité à l’infection et le potentiel réservoir varie selon les sous-populations de 
lymphocytes T CD4+.  L'expression différentielle de CCR7, un récepteur de chimiokines 
médian le trafic dans les ganglions lymphatiques (Campbell and Butcher 2000), associé à 
CD45RA, un récepteur lié à la protéine tyrosine phosphatase (Altin and Sloan 1997), 
identifie des sous-populations de lymphocytes T CD4+ et CD8+, incluant les cellules naïves 
(CCR7+CD45RA+), mémoires centrales (CCR7+CD45RA-) et mémoires effectrices (CCR7-

CD45RA-) (Sallusto, Lenig et al. 1999). 

  III. 4. a. 1.  Les cellules naïves, effectrices et mémoires 

En cas d’infection par le VIH-1, une expansion clonale des cellules naïves est induite par la 
rencontre avec l’antigène et permet en fonction des cytokines produites par le système 
immunitaire inné d’engager leur différentiation. Les lymphocytes T CD4+ naïfs, qui n’ont 
encore jamais rencontré d’antigène spécifique (Wightman, Solomon et al. 2010), ont été 
décrits comme étant peu permissifs à l'infection par le VIH-1 (Baldanti, Paolucci et al. 2001, 
Fabre-Mersseman, Dutrieux et al. 2011) et très peu de séquences virales ont put être détectées 
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lors d’expériences d’expansion clonale des cellules naïves (Wightman, Solomon et al. 2010, 
von Stockenstrom, Odevall et al. 2015). Les cellules effectrices, de courte durés de vie, sont 
induites suite au contact avec un antigène spécifique. Une petite fraction de ces cellules 
effectrices se différencie en cellules T mémoires de longue durée de vie. Le développement de 
cellules T mémoires est un programme linéaire au cours duquel une cellule mémoire très 
immature transite progressivement vers des stades plus matures et différenciés.  

Selon leur état de différenciation, on distingue les sous-populations lymphocytaires T 
mémoires suivantes: lymphocyte T Mémoire Souche (TSCM), T Centrale Mémoire (TCM), T 
Transitionnelle Mémoire (TTM), T Effectrice Mémoire (TEM), T Résidente Mémoire (TRM) et 
T Terminale Différenciée (TTD), distingués en fonction de leur localisation et de leur 
propriétés fonctionnelles.  Identifiés en 2011, les lymphocytes T CD4+ mémoires souches 
(TSCM), à longue durés de vie, représentent le stade le moins différencié d'un lymphocyte T 
mémoire (Gattinoni, Lugli et al. 2011, Cieri, Camisa et al. 2013). Permissifs à l’infection par 
le VIH-1, les lymphocytes TSCM présentent des quantités d'ADN proviral du VIH-1 
supérieures à celle détectée dans chacune des cellules T CD4+ naïves, TCM, TEM et TTD 
(Buzon, Sun et al. 2014). Ces cellules sont dotées d’une forte capacité d’auto-renouvellement 
homéostatique et de ce fait, elles sont considérées comme le principal contributeur stable au 
réservoir durable du VIH-1, malgré leur présence minoritaire dans le pool des lymphocytes T 
mémoires circulants (Buzon, Sun et al. 2014, Jaafoura, de Goer de Herve et al. 2014). Les 
lymphocytes TSCM peuvent se différencier en cellules TEM qui sont fortement représentés dans 
le sang périphérique et sont considérés comme le principal réservoir du virus en raison de leur 
capacité de prolifération, leur capacité à produire du virus après réactivation et de leur durée 
de vie relativement longue. Ces cellules sont également caractérisées par leur capacité de 
migration préférentielle dans les organes lymphoïdes (Chomont, El-Far et al. 2009). Les TTM 
sont un stade intermédiaire entre les TCM et TEM, caractérisés par l’expression de la molécule 
CCR5. L'ADN du VIH-1 isolé de cette fraction TTM est moins capable de se répliquer 
comparé à celui isolé des TCM, suggérant un excès de virus défectueux dans cette sous-
population cellulaire (Soriano-Sarabia, Bateson et al. 2014). Les lymphocytes T effecteurs 
mémoires (TEM) sont caractérisés par leur capacité à rapidement initier une réponse effectrice 
et à migrer vers les tissus non lymphoïdes. Ces cellules ont un potentiel de prolifération plus 
marqué et une durée de vie plus courte que les autres fractions de cellules mémoires. 
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Plusieurs travaux ont étudié la contribution relative de chaque sous-population de LT CD4+ 
mémoires au réservoir et ont mesuré le taux d’ADN viral dans les différentes sous-populations 
de LT CD4+. Les groupes de Palmer et de Wong ont montré que les LT TEM et TTM 

présentaient les niveaux les plus hauts d’ADN VIH-1 (Yukl, Shergill et al. 2013, von 
Stockenstrom, Odevall et al. 2015) tandis que le groupe de Sékaly a identifié les TCM et TTM 
comme les principaux réservoirs cellulaires du VIH-1 (Chomont, El-Far et al. 2009). De 
manière générale, les LT TEM, TCM et TTM contiennent toujours des niveaux plus élevés de 
VIH-1 comparés aux les lymphocytes T naïfs. La contribution relative de chaque sous-
population mémoire semble varier également selon le délai de mise sous traitement c - ART 
et leur localisation lorsque les sous-populations ont été isolées des tissus (Yukl, Shergill et al. 
2013, von Stockenstrom, Odevall et al. 2015). Le potentiel réplicatif des formes virales 
infectant ces cellules reste à définir. Néanmoins, Soriano-Sarabia a révélé en 2014 que les 
lymphocytes T CD4+ TCM contenaient le plus haut niveau de virus inductible capable de se 
répliquer, suivis par les lymphocytes T CD4+ TTM et T naïfs (Soriano-Sarabia, Bateson et al. 
2014). 

III - 4. a. 2.  La différenciation fonctionnelle : Tfh, Treg, Th17 et CCR6+ 

 D’un point de vue fonctionnel, les lymphocytes T CD4+ peuvent être classés par rapport à 
leurs caractéristiques fonctionnelles, notamment des propriétés antimicrobiennes spécifiques, 
des profils de sécrétion de cytokines distincts et des  capacités de migration. Sur la base de ces 
critères, des sous-populations de lymphocytes T présentant les polarisations fonctionnelles 
suivantes ont été distinguées: Th1 (défense immunitaire anti-bactérienne), Th2 (protection 
immunitaire contre les helminthes et autres parasites), Th17 (immunité contre les infections 
bactériennes et fongiques extracellulaires), Th9 (régulation de l’inflammation allergique, 
immunité anti-tumorale), lymphocytes T régulateurs Treg (ajustement, modulation et 
régulation de l'activité immunitaire anti-microbienne) et lymphocytes T auxiliaires 
folliculaires Tfh (support de l'immunité humorale). Les lymphocytes T CD4+ Tfh, Th17 et 
Tregs ont été identifiés comme des réservoirs cellulaires préférentiels pour le VIH-1 chez les 
individus avec une charge virale indétectable (Tran, de Goer de Herve et al. 2008, Lindqvist, 
van Lunzen et al. 2012, Perreau, Savoye et al. 2013).  
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Les Tfh et les Treg  

Les lymphocytes Tfh sont principalement situés dans différents tissus lymphoïdes secondaires 
(ganglions lymphatiques, rate, amygdales, plaques de Peyer) (Ma, Deenick et al. 2012) et 
représentent des cibles d’infection par le VIH-1 et un important réservoir pour le virus 
(Perreau, Savoye et al. 2013, Banga, Procopio et al. 2016). À la suite de leur découverte au 
début des années 2000, les cellules Tfh dans le contexte de l'infection par le VIH-1 ont fait 
l'objet d’intenses investigations. Ces cellules forment un réservoir important lors d’une 
infection par le VIH-1 (Miles and Connick 2016, Vinuesa, Linterman et al. 2016) et leur 
expansion dans les ganglions lymphatiques est en corrélation avec la virémie (Perreau, Savoye 
et al. 2013).  

Il est important de noter que les lymphocytes Tfh présentent les taux les plus élevés d’ADN et 
d’ARN du VIH-1 comparé à toutes les autres sous-populations de lymphocytes T CD4+ dans 
les ganglions lymphatiques, et qu’ils sont capables de produire, après réactivation, des virions 
compétents pour la réplication et l’infection (Petrovas, Yamamoto et al. 2012, Perreau, Savoye 
et al. 2013, Xu, Weatherall et al. 2013, Kohler, Pham et al. 2016). De plus, il a été démontré 
que les cellules Tfh triées étaient très susceptibles à l’infection par le VIH-1 in vitro (Perreau, 
Savoye et al. 2013, Ruffin, Brezar et al. 2015). Des altérations importantes de la dynamique 
des lymphocytes T CD4+ Tfh ont été décrites dans l'infection par le VIH-1. Ces cellules sont 
déplétées en phase aiguë de l’infection (Moukambi, Rabezanahary et al. 2015) tandis qu’en 
phase chronique, leur nombre est plus élevé que chez les personnes non-infectées (Lindqvist, 
van Lunzen et al. 2012, Petrovas, Yamamoto et al. 2012, Xu, Weatherall et al. 2013), avant 
de diminuer au stade SIDA (Vazquez, Rekka et al. 2012, Xu, Wang et al. 2015). Cependant, 
la mise sous traitement c-ART induit la normalisation du nombre de cellules Tfh chez les 
individus infectés (Perreau, Savoye et al. 2013) et aucune différence dans leur proportion n’est 
observée chez des individus traités et contrôlés comparés à des individus non-infectés par le 
VIH-1 (Lindqvist, van Lunzen et al. 2012, Ruffin, Brezar et al. 2015). Ces cellules se 
caractérisent par l'expression du récepteur de chimiokine CXCR5, PD-1, ICOS et la 
sécrétion d'IL-21, et expriment le facteur de transcription Bcl-6 crucial à leur développement 
(Crotty 2011). Grâce à leur interaction avec les lymphocytes B, ces cellules jouent un rôle 
crucial dans la maturation d’affinité des anticorps et dans la différenciation des LB folliculaires 
en LB mémoires et cellules plasmatiques. Une autre population de Tfh a été identifiée dans le 
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sang périphérique (pTfh), permissive elle aussi à l’infection par le VIH-1 et capable de 
produire du virus suite à une réactivation. Cette fraction de pTfh est identifiée seulement par 
son expression du récepteur aux chimiokines CXCR5 (Pallikkuth, Sharkey et al. 2015). 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont eux aussi sensibles à l’infection par le VIH-1 et 
contribuent au réservoir viral chez les individus infectés et traités efficacement (Andersson, 
Boasso et al. 2005, Tran, de Goer de Herve et al. 2008). Les Treg jouent un rôle essentiel 
dans le contrôle de l’activation immunitaire et l’établissement et le maintien de la tolérance et 
l’homéostasie immunitaire (Rosenberg, Billingsley et al. 1997, McMichael, Borrow et al. 
2010). Ces cellules sont également impliquées dans le contrôle de la prolifération et la 
production de cytokines par les lymphocytes T effecteurs (Rudensky 2011, Soghoian, Jessen et 
al. 2012).  

Les cellules Treg se distinguent par une forte expression de CD25 (IL-2R!) et du facteur de 
transcription FoxP3 (Fontenot, Gavin et al. 2003, Hori, Nomura et al. 2003, Sakaguchi 
2004). Bien que leur facteur de transcription FoxP3 soit la référence des cellules Treg chez la 
souris (Sakaguchi, Miyara et al. 2010, Tang and Bluestone 2013), chez l’homme, son 
expression au cours de l’activation peut être augmenté dans les LT CD4+ effectrices. Le 
groupe de Fazekas de St Groth a montré en 2006 que les cellules Treg humaines pouvaient 
être identifiées par la faible expression de CD127 (IL-7!) à leur surface (Seddiki, Santner-
Nanan et al. 2006). Ces cellules expriment également des marqueurs associés à une fonction 
régulatrice, tels que CTLA-4 et GITR (protéine liée au TNFR induite par les 
glucocorticoïdes) (Read, Malmstrom et al. 2000, McHugh, Whitters et al. 2002, Miyara, 
Gorochov et al. 2011) et sont éliminées en phase aigue de l’infection par le VIH-1 dans 
l’intestin (Chase, Sedaghat et al. 2007) ce qui réduit l’activité suppressive localement.  

Les lymphocytes T CD4+ CCR6+ et les Th17 

Des études pionnières menées par Sallusto ont démontré que les récepteurs de chimiokines 
sont des marqueurs de sous-populations de cellules T dotées de caractéristiques fonctionnelles 
distinctes (Sallusto 2016). En 2004, les récepteurs de chimiokines CXCR3 et CCR4 ont été 
identifiés comme étant préférentiellement exprimés par les cellules Th1 et cellules Th2, 
respectivement (Rivino, Messi et al. 2004). Le CXCR3 intervient dans la migration cellulaire 
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vers les sites inflammatoires alors que le CCR4 est un marqueur de migration vers la peau 
(Reiss, Proudfoot et al. 2001, Woodland and Kohlmeier 2009). En 2007, deux ans après 
l'identification officielle des cellules Th17 (Harrington, Hatton et al. 2005, Park, Li et al. 
2005), le récepteur de chimiokine CCR6 a été identifié comme le principal marqueur 
caractérisant la lignée Th17 (Acosta-Rodriguez, Rivino et al. 2007, Singh, Zhang et al. 2008, 
Abromson-Leeman, Bronson et al. 2009). Le CCR6 régule le trafic des Th17 dans l'intestin 
(Wang, Kang et al. 2009) et d'autres sites anatomiques tels que le cerveau (Sallusto, 
Impellizzieri et al. 2012). L'expression différentielle de CCR4, CCR6 et CXCR3 distingue 
des sous-populations de cellules Th17 avec différentes fonctionnalités. En effet, la co-
expression de CCR6 et CCR4 identifie les cellules Th17 humaines qui produisent l'IL-17A 
et prolifèrent en réponse à Candida albicans et Staphylococcus aureus (Acosta-Rodriguez, Rivino 
et al. 2007, Zielinski, Mele et al. 2012). La co-expression de CCR6 et CXCR3 identifie une 
population hétérogène, appelée Th1Th17 (Acosta-Rodriguez, Rivino et al. 2007). Ces 
cellules Th1Th17, également appelées cellules Th1 non classiques, expriment les facteurs de 
transcription ROR-C et T-bet et constituent une fraction majeure des cellules Th1 
produisant de l'IFN-γ, et enfin une fraction mineure de cellules coproduisant IL-17A et IFN-
y (Acosta-Rodriguez, Rivino et al. 2007, Cosmi, Maggi et al. 2014, Becattini, Latorre et al. 
2015).  

L’infection par le VIH-1 induit une déplétion massive des lymphocytes T CD4+, 
principalement des cellules Th17, dans le tractus gastro-intestinal (Douek, Picker et al. 2003, 
Brenchley, Schacker et al. 2004), et la perte de ces cellules Th17 contribue à la pathogenèse 
du VIH-1 (Sandler and Douek 2012, Bixler and Mattapallil 2013). De plus, il a également été 
rapporté que les cellules Th17 co-exprimant CCR6 et le corécepteur CCR5  du VIH-1 sont 
préférentiellement déplétées dans le tractus gastro-intestinal et dans le sang périphériques des 
individus infectés (Brenchley, Paiardini et al. 2008, El Hed, Khaitan et al. 2010). La 
déplétion des Th17 est considérée comme une cause majeure de translocation microbienne 
intestinale menant à une activation immunitaire chronique, à l'apparition d'infections 
opportunistes et à la progression de la maladie (Sandler and Douek 2012, Klatt, Funderburg 
et al. 2013, de Repentigny, Goupil et al. 2015).  La déplétion massive des Th17 lors de 
l'infections par le VIH-1 peut être expliquée par divers mécanismes, notamment : l'infection 
par le VIH-1 (Gosselin, Monteiro et al. 2010, Alvarez, Tuen et al. 2013), l’absence de 
cytokines polarisantes Th17 (Micci, Cervasi et al. 2012, Bixler and Mattapallil 2013), la 
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perturbation du trafic des Th17 vers l'intestin (Mavigner, Cazabat et al. 2012, Loiseau, 
Requena et al. 2016),  l’expansion de cellules Tregs (Favre, Lederer et al. 2009, Favre, Mold 
et al. 2010), et la surexpression de facteurs inhibant la différenciation Th17 (Bixler, Sandler et 
al. 2013).  

Les cellules Th17 sont décrites comme des cellules permissives à la réplication du VIH-1 
(Gosselin, Monteiro et al. 2010, Alvarez, Tuen et al. 2013). Il a été démontré que le 
marqueur CCR6 des Th17 identifie les cellules T CD4+ hautement permissives à l’infection 
par le VIH-1 in vitro et contiennent des niveaux plus élevés d'ADN VIH-1 intégré par 
rapport à la population CCR6- chez les individus infectés et non traités (El Hed, Khaitan et 
al. 2010, Gosselin, Monteiro et al. 2010, Monteiro, Gosselin et al. 2011, Bernier, Cleret-
Buhot et al. 2013, Gosselin, Wiche Salinas et al. 2017, Planas, Zhang et al. 2017). Des études 
récentes ont montré qu’une fraction de cellules Th17 pouvait avoir des durées de vie 
relativement longues et contribuer à la persistance du réservoir (Sun, Kim et al. 2015, 
Wacleche, Goulet et al. 2016). Les études de Sun et al. ont démontré que les réservoirs 
d'ADN du VIH-1 dans les cellules Th17 et Th1Th17 sont restés stables pendant une longue 
période (plus de 50 mois) chez les sujets infectés et sous c-ART (Sun, Kim et al. 2015), 
indiquant la contribution importante de ces sous-groupes dans la persistance du VIH-1. 

Récemment, deux sous-populations de cellules Th17 ont été caractérisées  par le groupe 
d’Ancuta: les Th17 co-exprimant ou non les deux récepteurs de chimiokines CXCR3 et 
CCR4 sont appelées doubles négatifs (CCR6+DN; CXCR3-CCR4-) et doubles positifs 
(CCR6+DP; CXCR3+CCR4+) (Wacleche, Goulet et al. 2016). Cette étude a montré que les 
cellules CCR6+DN sont capables de produire de l'IL-17A à des niveaux similaires à ceux 
produits par les cellules Th17, tandis que les cellules CCR6+DP produisent de faibles niveaux 
d'IL-17A. De plus, ces deux populations CCR6+DN et CCR6+DP produisent des niveaux 
importants d'IFN-γ. Le profil transcriptionnel a révélé que les cellules CCR6+DN expriment 
des marqueurs de développement précoce de Th17 (IL-17F, STAT3), de migration vers les 
ganglions lymphatiques (CCR7, CD62L), de Tfh  (CXCR5, MYC, TERC) et sont capables 
de produire l’IL-17F, IL-21 et IL-8 suite à une activation in vitro (Wacleche, Goulet et al. 
2016). 
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Figure 19. Hétérogénéité des lymphocytes Th17 (Wacleche, Landay et al. 2017).  Chez l’homme, 
quatre sous populations de cellules CCR6+ Th17 ont été décrites sur la base de leur niveau d’expression 
de CCR4 et CXCR3, notamment : Th17 (CCR4+CXCR3-), Th1Th17 (CCR4-CXCR3+), 
CCR6+DN (CCR4- CXCR3-) et CCR6+DP (CCR4+CXCR3+). (Gauche) Chez les individus non 
infectés par le VIH-1, les cellules Th17, Th1Th17 et CCR6+DN sont représentées dans le sang dans 
les mêmes proportions tandis que les CCR6+DP sont moins prédominantes. (Droit) Chez les 
individus infectés par le VIH-1 de manière chronique sous c-ART, les fréquences des Th17, 
Th1Th17 et CCR6+DP sont significativement diminuées. Les CCR6+DN préservent quant à elles les 
mêmes proportions dans le sang périphérique et sont les plus prédominantes dans les ganglions 
lymphatiques.  

Les sous-populations CCR6+DN et CCR6+DP sont toutes les deux sensibles à l'infection par 
le VIH-1 in vitro et contiennent des taux relativement élevés d'ADN viral intégré chez les 
sujets infectés sous traitement c-ART (Wacleche, Goulet et al. 2016) et la a réactivation du 
VIH-1 était préférentiellement observée dans les cellules CCR6+DN. Il est important de 
noter que la fréquence des cellules CCR6+DN est préservée chez les individus infectés et 
traités tandis que toutes les autres sous-populations de cellules CCR6+ sont déplétées (Figure 
19). Un des mécanismes expliquant la préservation des cellules CCR6+DN pourrait inclure 
l'expression de marqueurs moléculaires spécifiques aux lymphocytes TSCM tels que LEF1, 
MYC, RORA, STAT3 et TERC, ce qui pourrait les aider à contrer les effets cytopathogènes 
du virus (Wacleche, Goulet et al. 2016).  
Le concept selon lequel des cellules Th17 à longue durée de vie contribuent à la persistance du 
VIH-1 sous c-ART (Sun, Kim et al. 2015, Wacleche, Goulet et al. 2016) place ces cellules 
comme un obstacle important à l'éradication du VIH-1.  De plus, le fait que les cellules 
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TCR triggering in vitro [181]. This discovery raises new questions on the differentiation relationship
between these four Th17 subsets and their differential implication in disease pathogenesis.Viruses 2017, 9, 303  9 of 31 

 

 
Figure 1. The Th17 lineage heterogeneity during homeostasis and disease pathogenesis. This figure 
summarizes the heterogeneity of Th17 cells as discovered in mice and/or humans. (A) The concept of 
pathogenic versus non-pathogenic Th17 cells was originally established in the context of 
autoimmunity. Pathogenic Th17 cells are characterized by their ability to produce pro-inflammatory 
cytokines such as IL-17A, TNF-΅, GM-CSF, and IFN-·. These cells are identified as Th1Th17 or Th1* 
cells. They express on their surface the drug efflux pump MDR-1 and the receptor for IL-23, a cytokine 
found to promote pathogenic Th17 cell features. At the opposite, non-pathogenic Th17 cells are 
characterized by their ability to produce the immune-suppressive cytokine IL-10 or to express LAG-
3; (B) the long-lived properties of certain Th17 subsets raised their potential contribution to cancer 
progression. However, the role of Th17 cells remains controversial and appears to vary from 
beneficial to deleterious depending on the type of cancer. Future studies are required to clarify these 
differences; (C,D) in humans, four subsets of CCR6+ Th17 cells were identified by our group based 
on their differential expression of CCR4 and CXCR3, as follows: CCR4+CXCR3ƺ (Th17), 
CCR4ƺCXCR3+ (Th1 Th17 or Th1*), CCR4ƺCXCR3ƺ (double negative, CCR6+DN), and 
CCR4+CXCR3+ (double positive, CCR6+DP). In HIV-uninfected individuals (C), Th17, Th1Th17, and 
CCR6+DN subsets are present in the blood at similar frequency, whereas CCR6+DP cells are less 
predominant. In chronically HIV-infected individuals receiving viral suppressive antiretroviral 
therapy (ART) (D), the frequency of Th17, Th1Th17, and CCR6+DP is dramatically decreased. 
However, the frequency of CCR6+DN cells is preserved in the blood and this subset is the most 
predominant in the lymph nodes of ART-treated individuals. 

The use of surface markers for the identification of Th17 subsets is instrumental for immune 
monitoring to study disease pathogenesis and measure responses to treatment. However, the fact 
that not all CCR6+ T-cells produce Th17 effector cytokines raises questions regarding the possibility 
of overestimating the frequency of Th17 cells by using surface markers. Nevertheless, the group of 
Dan Littman recently provided experimental evidence that improved our current understanding of 
Th17 polarization as a process including at least two major steps: (i) specification of polarizing profile, 
and (ii) induction of effector functions, [32]. This supports the idea that Th17 identification based on 
effector functions (i.e., IL-17A production) leads to the underestimation of Th17 frequency. Indeed, 
early studies by Unutmaz et al. demonstrated that sorted CCR6+IL-17Aƺ T-cells acquire the ability to 

Figure 1. The Th17 lineage heterogeneity during homeostasis and disease pathogenesis. This figure
summarizes the heterogeneity of Th17 cells as discovered in mice and/or humans. (A) The concept of
pathogenic versus non-pathogenic Th17 cells was originally established in the context of autoimmunity.
Pathogenic Th17 cells are characterized by their ability to produce pro-inflammatory cytokines such as
IL-17A, TNF-↵, GM-CSF, and IFN-�. These cells are identified as Th1Th17 or Th1* cells. They express
on their surface the drug efflux pump MDR-1 and the receptor for IL-23, a cytokine found to promote
pathogenic Th17 cell features. At the opposite, non-pathogenic Th17 cells are characterized by their
ability to produce the immune-suppressive cytokine IL-10 or to express LAG-3; (B) the long-lived
properties of certain Th17 subsets raised their potential contribution to cancer progression. However,
the role of Th17 cells remains controversial and appears to vary from beneficial to deleterious depending
on the type of cancer. Future studies are required to clarify these differences; (C,D) in humans,
four subsets of CCR6+ Th17 cells were identified by our group based on their differential expression
of CCR4 and CXCR3, as follows: CCR4+CXCR3� (Th17), CCR4�CXCR3+ (Th1 Th17 or Th1*),
CCR4�CXCR3� (double negative, CCR6+DN), and CCR4+CXCR3+ (double positive, CCR6+DP).
In HIV-uninfected individuals (C), Th17, Th1Th17, and CCR6+DN subsets are present in the blood
at similar frequency, whereas CCR6+DP cells are less predominant. In chronically HIV-infected
individuals receiving viral suppressive antiretroviral therapy (ART) (D), the frequency of Th17,
Th1Th17, and CCR6+DP is dramatically decreased. However, the frequency of CCR6+DN cells
is preserved in the blood and this subset is the most predominant in the lymph nodes of
ART-treated individuals.

The use of surface markers for the identification of Th17 subsets is instrumental for immune
monitoring to study disease pathogenesis and measure responses to treatment. However, the fact
that not all CCR6+ T-cells produce Th17 effector cytokines raises questions regarding the possibility
of overestimating the frequency of Th17 cells by using surface markers. Nevertheless, the group of
Dan Littman recently provided experimental evidence that improved our current understanding of
Th17 polarization as a process including at least two major steps: (i) specification of polarizing profile,
and (ii) induction of effector functions, [32]. This supports the idea that Th17 identification based on
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CCR6+DN soient préservées chez les individus chroniquement infectés et traités suggère que 
cette sous-population représente un facteur majeur de dissémination et de persistance du 
VIH-1. Les cellules CCR6+DN contribuent donc de manière distincte à la pathogenèse du 
VIH-1 par rapport aux cellules Th17 et Th1Th17 (Wacleche, Goulet et al. 2016).  

III. 4. b. Les autres réservoirs potentiels  

La mise en évidence de virus plasmatiques différents des virus clonés dans les sous-
populations lymphocytaires T CD4+ après interruption du traitement a permis la mise en 
évidence d’autres réservoirs cellulaires, autre que le stock majoritaire établi dans les 
lymphocytes T CD4+ quiescents (Mowat and Viney 1997, Dybul, Daucher et al. 2003, 
Chomont, El-Far et al. 2009). En effet, des différences de séquences virales ont été observées 
en comparant les séquences issues du virus émergeant immédiatement après l’arrêt du 
traitement c-ART et celles issues du réservoir LT CD4+ préexistant, suggèrent fortement que 
d'autres réservoirs pourraient également être impliqués dans le rebond de la réplication du 
VIH-1 (Chun, Davey et al. 2000, Zhang, Chung et al. 2000). Le même constat a été observé 
chez des patients traités présentant une charge virale résiduelle qui est en partie liée à la 
production de virus à partir de réservoir cellulaires autres que les lymphocytes T CD4+  
quiescents (Sahu, Paar et al. 2009). 

L'infection des monocytes et des macrophages par le VIH-1 est un événement fréquent chez 
les patients infectés par le VIH-1 (Lambotte, Taoufik et al. 2000, Sharkey, Teo et al. 2000). 
En effet, les macrophages infectés qui sont de longue durée de vie (Kumar, Abbas et al. 2014),  
sont dispersés dans tous les tissus, organes et compartiments du corps (Koenig, Gendelman et 
al. 1986, Tschachler, Groh et al. 1987, McElrath, Pruett et al. 1989, Meltzer, Nakamura et 
al. 1990). Les monocytes précurseurs des macrophages expriment les récepteurs CD4 et 
CCR5/CXCR4 du VIH-1 et peuvent donc être infectés (Sonza, Maerz et al. 1996).  De 
même, les monocytes en circulation hébergent un provirus infectieux et produisent l'ARN du 
VIH-1 à n'importe quel stade de la maladie, même en cours de traitement c-ART (Williams, 
Corey et al. 2001). Les macrophages infectés de manière productive peuvent fusionner avec 
les lymphocytes T CD4+ et transférer le virus dans ces cellules via des synapses virologiques 
(Crowe, Mills et al. 1990, Sharova, Swingler et al. 2005, Groot, Welsch et al. 2008). Par 
conséquent, il est concevable que les macrophages représentent également une source de 
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VIH-1 et un véritable réservoir cellulaire capable de remettre en cause les tentatives 
d'éradication du virus chez des patients traités par c-ART (Orenstein, Fox et al. 1997). 

Le potentiel réservoir des macrophages a été mis en évidence par plusieurs travaux de 
recherche. Les macrophages sont moins sujets à l’effet cytopathique du VIH-1 (Gendelman, 
Orenstein et al. 1988, Carter and Ehrlich 2008), les molécules c-ART y pénètrent peu 
(Perno, Newcomb et al. 1998, Aquaro, Calio et al. 2002) et l’infection a un effet limité sur 
leur viabilité (Swingler, Mann et al. 2007). Dans les premières phases de la maladie, les 
cellules de lignées mono-macrophagiques peuvent représenter environ 10% de toutes les 
cellules infectées productivement et augmenter encore d’avantage lors de la déplétion des LT 
CD4+ (Smith, Meng et al. 2003). En plus de leur rôle important dans l’élimination des débris 
cellulaires et des agents pathogènes (Kumar and Herbein 2014), les macrophages peuvent 
également agir comme des cellules présentatrices d’antigène (Ackerman and Cresswell 2004, 
Koppensteiner, Brack-Werner et al. 2012), jouant ainsi un rôle dans la transmission (Duncan, 
Russell et al. 2013) et la dissémination du VIH-1 aux LT CD4+. De plus, les macrophages 
infectés libèrent des agents cytotoxiques comme le Fas-L et le TNF-a qui peuvent favoriser 
l’apoptose des cellules LT CD4+ non directement infectés (Badley, Dockrell et al. 1997). Le 
faible taux d’infectibilité des macrophages peut être attribué à une expression faible de CD4 à 
leur surface, réduisant ainsi les chances de liaison du virus, mais aussi à des infection abortives 
pouvant être dues à un défaut de rétro-transcription et d’importation nucléaire (Nicholson, 
Cross et al. 1986, O'Brien 1994, Diamond, Roshal et al. 2004). Les monocytes/macrophages 
peuvent persister plusieurs années dans des compartiments comme le système nerveux central 
(Blankson, Persaud et al. 2002). Ils se concentrent en particulier dans la muqueuse du tube 
digestif (Mowat and Viney 1997) et jouent un rôle important dans le maintien du réservoir 
(Crowe, Zhu et al. 2003, Benaroch, Billard et al. 2010).    

Les cellules dendritiques expriment peu les récepteurs du VIH-1 (CD4, CXCR4 et CCR5) 
mais se lient au virus via la lectine DC-sigh à leur surface (Geijtenbeek, Kwon et al. 2000). 
Les DC plasmacytoîdes localisées dans les muqueuses peuvent être infectées et produire du 
virus (Cimarelli, Duclos et al. 1995, Aujla, Dubin et al. 2007) tandis que les DC folliculaires 
présentes dans les centres germinatifs des organes lymphoïdes sont capables de capter un 
grand nombre de particules virales à leur surface jouant ainsi un role de réservoir 2013 (Keele, 
Tazi et al. 2008, Zhang and Perelson 2013). 
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Les lymphocytes B peuvent s’infecter après une expression de faibles niveaux de CD4 et de 
CXCR4 (Moir, Lapointe et al. 1999) et au même titre que les DC, ces cellules peuvent capter 
le virus à leur surface et le transférer aux lymphocytes T CD4+. 

Les lymphocytes T CD8+ peuvent s’infecter à des fréquences variables conditionnées par les 
niveaux d’expression du récepteur CD4 qui est faible et fugace dans les différentes phases de 
leur différenciation (Brooks, Kitchen et al. 2001, Brenchley, Hill et al. 2004, Cochrane, 
Hughes et al. 2005). 

III. 6. Les réservoirs tissulaires   

Il existe de plus en plus de preuves de réplication virale résiduelle associée à une virémie de 
faible niveau chez les patients recevant un traitement suppressif avec une charge virale 
indétectable en périphérie (Sharkey, Teo et al. 2000, Palmer, Maldarelli et al. 2008, Buzon, 
Codoner et al. 2011). En cas d’inobservance thérapeutique c-ART, une recrudescence rapide 
de la virémie se produit entrainant le développement de résistances aux molécules 
thérapeutiques (Ching, Nielsen-Saines et al. 2010, Angelis, Tateno et al. 2011, Horiike, 
Iwami et al. 2012). De plus en plus d’études montrent que l’un des nombreux obstacles à la 
suppression complète des réservoirs viraux serait l’existence de sanctuaires pharmacologiques 
(à faible diffusion) pour les traitements dont les concentrations, suivants les schémas 
thérapeutiques, sont insuffisantes pour supprimer complètement la réplication virale dans ces 
sanctuaires anatomiques du réservoir VIH-1 (Figure 20).  

Les ganglions lymphatiques sont définis comme des sanctuaires anatomiques pour le VIH-1 
dans lesquels les molécules antirétrovirales sont sub-optimales et de faible diffusion (Fletcher, 
Staskus et al. 2014, Thompson, Bokhart et al. 2015), ce qui leurs permet de maintenir une 
réplication continue du virus, même si la charge virale est indétectable en périphérie (Fletcher, 
Staskus et al. 2014).  

Les lymphocytes Tfh  sont hautement permissifs à l’infection par le VIH/SIV (Fukazawa, 
Lum et al. 2015) et se multiplient continuellement dans les ganglions lymphatiques pendant 
la phase chronique de l’infection (Lindqvist, van Lunzen et al. 2012, Perreau, Savoye et al. 
2013), maintenant ainsi le foyer de réplication. Les cellules dendritiques peuvent également 
jouer un rôle de réservoir dans les ganglions lymphatiques par transfert des particules virales 
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présentées à leur surface aux lymphocytes T CD4+ (Burton, Keele et al. 2002). La présence de 
cellules productrices d’ARN VIH-1 dans les ganglions lymphatiques avant l’interruption du 
traitement c-ART suggère une réplication continue du VIH-1 au niveau tissulaire. De plus, 
lors du rebond viral qui suit l’interruption du traitement c-ART, la présence de diverses 
populations de virus suggère que la population virale à l’origine du rebond proviendrait de 
sources multiples, y compris des ganglions lymphatiques (Rothenberger, Keele et al. 2015). 
De même, les résultats du groupe d’Igarashi ont montré que les ganglions lymphatiques et les 
autres tissus lymphoïdes sont les principaux responsables du rebond viral observé après 
l’interruption du traitement c-ART chez les animaux infectés par le SIV (Horiike, Iwami et 
al. 2012). 

Le groupe de McGrath a séquencé de multiples quasi-espèces d'ARN et d'ADN du VIH-1 
isolées en post mortem des ganglions lymphatiques, du cerveau et d'autres tissus chez des 
sujets dont la charge virale était indétectable au moment du décès (Lamers, Rose et al. 2016, 
Rose, Lamers et al. 2016). Le degré d'évolution de ces séquences du VIH-1 était similaire à 
celui retrouvé avant l’initiation du traitement (virus sauvage) (Lemey, Rambaut et al. 2006, 
Josefsson, von Stockenstrom et al. 2013), suggérant un rôle important pour ces tissus en tant 
que sanctuaires viraux. Une autre étude récente, réalisée sur des sujets traités par c-ART, a 
révélé des preuves de la réplication du virus de type « sauvage » dans les ganglions 
lymphatiques et d’un ensemencement continuel du VIH-1 à partir des sites « sanctuaires 
ganglionnaires » vers le sang périphérique (Lorenzo-Redondo, Fryer et al. 2016). 

Le SNC représente un autre réservoir/sanctuaire potentiel pour le VIH-1. Les cellules 
cérébrales résidentes, notamment les astrocytes, les macrophages péri-vasculaires et les cellules 
microgliales ont une longue durée de vie et sont capables d'induire une latence virale (Marban, 
Forouzanfar et al. 2016). La BHE peut protéger, dans une certaine mesure, le cerveau des 
infiltrations virales car les patients infectés par le VIH-1 ne présentent pas tous du virus 
détectable dans les tissus cérébraux et / ou le LCR.  

Les populations virales du système nerveux central sont établies au début de l'infection et 
peuvent rester compartimentées vis-à-vis du virus plasmatique pendant toute la durée de 
l'infection et même entre différents compartiments cérébraux (Lamers, Salemi et al. 2008, 
Lamers, Gray et al. 2011), et ce, même lorsque le traitement est initié au cours des premiers 
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mois de l’infection (Oliveira, Chaillon et al. 2017). Une étude récente a montré que, lors 
d’interruption du traitement, le virus qui est à l’origine de rebond dans le LCR était distinct 
de celui détecté dans le plasma, suggérant des sources indépendantes de virus compétents pour 
la réplication entre le SNC et la périphérie (Gianella, Kosakovsky Pond et al. 2016). 

Des pressions thérapeutiques différentes dans les deux compartiments du sang et du SNC 
pourraient expliquer l’émergence de profils de résistance différents. En effet, une suppression 
incomplète du virus dans le SNC, provoquée par des facteurs tels que l’absence de diffusion 
des traitement dans le SNC, peut favoriser les mutations virales et la résistance aux 
médicaments antirétroviraux, permettant au virus de se redistribuer dans des tissus autres que 
ceux du SNC. Dans ce contexte, le système nerveux central est considéré comme un réservoir 
ou un sanctuaire pour le VIH-1 (Abbott 1987).  

Le tissu adipeux est lui aussi qualifié de réservoir/sanctuaire potentiel du VIH-1. En effet, le 
groupe de Bourgeois a révélé que l’ADN du VIH-1 était présent dans le tissu adipeux de tous 
les sujets étudiés qui suivaient un traitement avec une charge virale indétectable. Cette même 
étude a montré que la concentration de virus dans la fraction CD4+ du tissu adipeux était 
supérieure à celle des PBMC en périphérie (Damouche, Lazure et al. 2015).  

La muqueuse gastro-intestinale joue un rôle majeur dans la transmission rectale du VIH-1 en 
tant que porte d'entrée et de propagation du virus. Il en va probablement de même pour la 
transmission mère-enfant du VIH-1 par la muqueuse intestinale de l'enfant pendant 
l'allaitement. Le tractus gastro-intestinal comprend une grande fraction du nombre total de 
lymphocytes dans le corps par le biais du GALT qui héberge également de nombreuses 
cellules immunitaires innées telles que les macrophages et les DC (Iwasaki 2007), ce qui en 
fait un site favorable à la fois pour la transmission et la réplication du VIH-1. Qualifié de site 
majeur de réplication du VIH-1, des études ont mit en évidence la persistance du VIH-1 dans 
le GALT, même après 10 ans de traitement (Chun, Nickle et al. 2008). L’un des mécanismes 
sous-jacent à la persistance du VIH-1 dans le tractus gastro-intestinal et le GALT peut être 
l’activation provoquée par la stimulation antigénique des cellules T et B quiescentes, 
entraînant leur prolifération et une accélération de leur processus de renouvellement, 
fournissant ainsi au VIH-1 une source continue de cellules à infecter (Cavarelli and Scarlatti 
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2014). Les macrophages et les CD folliculaires du tractus gastro-intestinal peuvent également 
contribuer au maintien du réservoir dans ce compartiment (Brown and Mattapallil 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Les sanctuaires anatomiques du VIH-1 (Mzingwane and Tiemessen 2017). Après la 
transmission muqueuse (1), le virus atteint les ganglions lymphatiques locaux (2) par des cellules 
dendritiques. Les cellules dendritiques transmettent le virus aux lymphocytes T CD4+  permettant au 
virus de se répliquer et infecter d’autres lymphocytes. Les lymphocytes T CD4+ infectés sont libérés 
dans la circulation sanguine (3) et disséminés vers des réservoirs anatomiques situés dans d'autres 
organes (4), notamment le cerveau, le système nerveux central, la rate, la moelle osseuse, le thymus, les 
poumons, les reins, les ganglions lymphatiques et le GALT, établissant ainsi les réservoirs cellulaires 
dans ces organes.  

Par ailleurs, d’autres réservoirs anatomiques ont été décrits, notamment au niveau des voies 
respiratoires (Twigg, Soliman et al. 1999, Jambo, Banda et al. 2014), du foie (Blackard, Ma et 
al. 2011), de la rate, de la moelle osseuse et des reins (Winston, Bruggeman et al. 2001). Ces 
derniers représentent des sanctuaires anatomiques du réservoir VIH-1 et un obstacle à 
l’éradication du VIH-1. 

drug concentrations and the presence of infected long‐lived cells in

these compartments.

Activated cells in the genital tract mucosa are very important for

the initial establishment of infection and the spread of virus to differ-

ent reservoirs (Figure 1). Dendritic cells (DCs) in the genital tractmucosa

are the main HIV targets during sexual transmission.36,37 Dendritic cells

express theHIV receptors CD4, chemokine receptors CCR5 andCXCR4

together with CD209 protein, also known as dendritic cell–specific

intercellular adhesion molecule‐3‐grabbing nonintegrin (DC‐SIGN).38

The DC‐SIGN enhances infection through high affinity binding to the

HIV glycoprotein gp120, aiding transmission of the virus to T lympho-

cytes in trans although in cis mechanisms have also been reported.39

Another DC protein known as Siglec‐1 has also been identified as con-

tributing to HIV uptake by mature DCs.40 Replication within DCs is not

necessary as DC‐SIGN–positive cells exposed to small amounts of HIV

can more efficiently infect activated T lymphocytes than unbound virus

particles.41 HIV particles in DC‐SIGN–positive cells are not degraded

and can remain stable and infectious for more than 9 months that allow

incoming virus to remain infectious.41,42

3 | LYMPHOID ORGANS

After initial exposure to antigen presenting DC‐SIGN–positive DCs at

mucosal surfaces, the virus is internalized, processed, and presented

to T lymphocytes initiating an adaptive immune response.43 HIV takes

advantage of immature DCs in the genital tract, which capture the

virus to gain access to lymphoid tissue compartmentalized CD4+ T

cells.41 HIV then replicates in CD4+ T cells in the lymph nodes before

infected T cells and free viruses enter the thoracic duct and spread into

the bloodstream, to other lymphoreticular tissues and immune‐associ-

ated organs such as the thymus, bone marrow, gut‐associated lym-

phoid tissue (GALT), and spleen, and to other possible reservoirs such

as the CNS. Persistent replication in lymph nodes and lymphatic tissues

despite HAART and lower concentrations of the antiretroviral (ARV)

drugs compared to levels in peripheral blood5,6,43 provides a “hiding

place” for HIV in this compartment. Animal model studies have demon-

strated that the lymph nodes may harbor viral reservoirs responsible

for virological failure if treatment is terminated,7 whereas some drugs

such as nonnucleoside reverse transcriptase inhibitor efavirenz, the

FIGURE 1 HIV’s hiding places. After exposure at mucosal surfaces (1), the virus is carried to the local lymph nodes (2) by dendritic cells. Fusion of
dendritic cells with CD4+ T lymphocytes results in infection of the lymphocytes and viral replication in these cells. Infected CD4+ T lymphocytes
are released into the blood stream (3) and disseminated to anatomical reservoirs in other organs (4) including the brain, CNS, spleen, bone marrow,
thymus, lungs, kidneys, lymph nodes, and GALT with infection of associated cellular reservoirs in these organs. DC‐SIGN indicates dendritic cell–
specific intercellular adhesion molecule‐3‐grabbing nonintegrin; GALT, gut‐associated lymphoid tissue
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III. 6. Les différentes méthodes de quantification du réservoir  

La thérapie c-ART ne peut pas guérir l’infection par le VIH-1 en raison de la persistance d’un 
petit nombre de cellules infectées de manière latente hébergeant des provirus compétents pour 
la réplication. Mesurer le VIH-1 persistant est difficile, car ce dernier consiste en une 
population en mosaïque de provirus défectueux ou intacts pouvant passer d'un état de latence 
à une transcription active du VIH-1. En raison de cette complexité, la plupart des tests actuels 
détectent plusieurs catégories de VIH-1 persistant mais pouvant être défectueux, conduisant 
souvent à une surestimation de la taille réelle du réservoir latent. Plusieurs études ont montré 
que ces provirus inactifs latents pouvaient être amené à se répliquer en culture tissulaire (Finzi, 
Hermankova et al. 1997, Siliciano, Kajdas et al. 2003) et qu'ils constituaient quand-même une 
population complexe de provirus à la fois compétents et défectueux (Eriksson, Graf et al. 
2013, Ho, Shan et al. 2013, Cohn, Silva et al. 2015, Bruner, Murray et al. 2016, Imamichi, 
Dewar et al. 2016, Lorenzi, Cohen et al. 2016, Hiener, Horsburgh et al. 2017, Hosmane, 
Kwon et al. 2017). Ces provirus persistants archivent la diversité génotypique virale apparue 
au cours de l'infection non traitée et représentent la principale barrière pour la guérison à 
l’infection par le VIH-1.  

Le terme «VIH-1 persistant» est un terme qui englobe toutes les formes d'ADN proviral 
intégré qui persistent chez les individus infectés plusieurs années après le début du traitement. 
Ce terme ne définit pas la capacité de réplication des provirus car plusieurs études 
transversales ont révélé l’existence de variétés d'ADN proviral persistant pouvant être intact ou 
défectueux (Ho, Shan et al. 2013, Imamichi, Dewar et al. 2016, Hiener, Horsburgh et al. 
2017, Lee, Orlova-Fink et al. 2017). En effet, les provirus persistants peuvent exister sous 
trois formes distinctes. Une fraction des ces provirus persistants peut subir une transcription 
active et produire des transcrits d’ARN dirigés par LTR dont la nature et les implications 
cliniques font l’objet de recherches actives (Hermankova, Siliciano et al. 2003, Bullen, Laird 
et al. 2014, Cillo, Sobolewski et al. 2014, Pasternak, DeMaster et al. 2016, Kaiser, Joshi et al. 
2017, Pollack, Jones et al. 2017, Wiegand, Spindler et al. 2017). Une seconde fraction de 
provirus peut exister dans un état fonctionnellement mort, dans lequel l'initiation de la 
transcription dirigée par LTR n'est pas possible, en raison de défauts génomiques majeurs 
(extinction épigénétique irréversible). Enfin, les provirus persistants peuvent exister à l'état 
latent défini comme un état réversible d'infection non productive (Figure 21). Les provirus 
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latents sont ceux qui pourraient théoriquement être amenés à exprimer des transcrits dirigés 
par LTR, pouvant être confrontés à certaines contraintes transcriptionnelles ou épigénétiques 
(par exemple, absence de facteurs de transcription clés et de co-régulateurs ou des 
modifications suppressives de la chromatine) qui pourraient empêcher l’initiation ou le 
maintien de l'expression des gènes. 

Compte tenu de la complexité de la persistance du VIH-1 et des nombreuses formes d'ADN 
proviral persistant, des études ont montré que seuls les provirus compétents pour la réplication 
virale et capables de provoquer un rebond viral après l'arrêt du traitement c-ART constituent 
un obstacle au traitement de l'infection par le VIH-1 (Finzi, Hermankova et al. 1997, Finzi, 
Blankson et al. 1999). Ces provirus persistants et capables de se répliquer constituent le 
réservoir latent du VIH-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21. Représentation schématique décrivant la classification de l'ADN du VIH-1 retrouvé chez 
les individus infectés  sous traitement c-ART suppressif  (Wang, Simonetti et al. 2018). 
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La quantification de l’ADN VIH-1, majoritairement sous forme intégrée (Koelsch, Liu et al. 
2008), ne permet pas de distinguer les virus compétents pour la réplication virale du virus 
défectueux. La technique la plus utilisée est la PCR (Polymérase Chain Reaction) Alu qui 
correspond à l’appariement d’une paire d’amorces à la fois avec une séquence d’un gène viral 
(Gag, Pol) et d’une séquence Alu conservée et répétée dans le génome cellulaire. Une 
amplification en PCR nichée (Nested PCR) utilisant des amorces de la région LTR du VIH-
1 (Lewin, Murray et al. 2008) apporte une plus grande sensibilité à cette technique. Les 
formes non intégrées 2 LTR sont caractérisées par leur présence en faible taille et leur courte 
durée de vie, rendant leur quantification difficile. Ces formes non intégrées, témoins de 
réplication virale, sont considérées comme des marqueurs d’infection récente dont la réelle 
labilité au sein de la cellule reste discutée (Sharkey, Babic et al. 2011). 

La quantification de l’ADN VIH-1 total, comprenant l’intégré et le non intégré, le virus 
défectueux et le virus latent, par PCR en temps réel (amorces de la région LTR du génome 
viral) dans les PBMC est une méthode simple et reproductible pouvant être réalisée à partir 
de divers tissus ou cellules (Koelsch, Liu et al. 2008). En général, les résultats sont exprimés 
en copies/million de cellules (PBMC ou de T CD4) et traduisent une fréquence d’infection 
cellulaire. De très fortes corrélations ont été trouvées entre l’ADN VIH-1 total et intégré chez 
les patients sous traitements, indiquant que l’ADN VIH-1 total est un marqueur du réservoir 
viral (Koelsch, Liu et al. 2008). La quantification de l’ADN VIH-1 permet également de 
représenter le niveau d’infection quand les résultats sont exprimés en copies par millilitre de 
sang total. Le réservoir peut donc être exprimé en miroir de l’ARN VIH-1 (par ml de plasma 
sanguin) et des taux de lymphocytes T CD4+ (par mm3 de sang total). Ces trois marqueurs 
sont alors exprimés de la même façon, par rapport à un même volume de sang/plasma, et 
reflètent une valeur prédictive du risque d’évolution de l’infection (Avettand-Fenoel, Boufassa 
et al. 2008). 

L’ARN VIH-1 plasmatique présent à de faibles niveaux reflète quant à lui une réplication 
résiduelle mais les résultats de sa quantification restent très corrélées à ceux obtenus par 
quantification de l’ADN VIH-1 total (Sarmati, Parisi et al. 2012). La quantification de 
l’ARN VIH-1 plasmatique est réalisée par PCR ultrasensible permettant de détecter jusqu’à 
une copie/ml de plasma (Haim-Boukobza, Morand-Joubert et al. 2011). Cette technique 
nécessite un grand volume de plasma et nombre élevé de PCR.  A l’échelle cellulaire, la 
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mesure de l'ARN du VIH-1  associé aux cellules comprend la quantification de l’ARN 
extracellulaire et des ARN épissés et non épissés intracellulaires. Si la cellule est en phase 
latente, sa production virale est bloquée et l’ARN VIH-1 extracellulaire fortement diminué. 
En revanche, la production d’ARN épissés et non épissés peut persister dans le cytoplasme 
(Figure 22) (Pasternak, Jurriaans et al. 2009). 

 

Figure 22. Représentation des différentes formes virales dans les cellules infectées latentes (à gauche)  
et productives (à droite) et les tests de quantification principaux des différentes formes l’ADN VIH-1 
(en bleu) et d’ARN VIH-1 (en orange) (Lewin and Rouzioux 2011). 

Le groupe de Siliciano a apporté en 1995 la première preuve expérimentale directe de la 
persistance d'un ADN proviral complet capable de se répliquer (Chun, Finzi et al. 1995). 
Cette étude a démontré que l'ADN proviral intégré latent pouvait être facilement détecté 
dans les lymphocytes T CD4+ provenant de donneurs virémiques, et que ces provirus 
quiescents pouvaient être induits par activation pour produire un virus infectieux (Chun, Finzi 
et al. 1995). Peu de temps après, d’autres études ont démontré que le VIH-1 compétent pour 
la réplication pouvait être récupéré chez des individus infectés sous traitement c-ART 
suppressif (Chun, Carruth et al. 1997, Chun, Stuyver et al. 1997, Finzi, Hermankova et al. 
1997). De plus, des études longitudinales ont montré que malgré l'efficacité du traitement c-
ART, le réservoir latent se détériorait très lentement  (demi-vie de 44 mois) (Finzi, Blankson 
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infected resting CD4þ T-cells are detected [23,24].
Compared with patients receiving cART, PBMC from
elite controllers have similar levels of total DNA, but
significantly lower integrated DNA and higher 2-long
terminal repeat (2-LTR) levels [39]. Immune activation is
higher in elite controllers compared with healthy controls
[22]. In contrast to patients on cART with HIV RNA
below 50 copies/ml, there is evolution in HIV RNA
sequences in elite controllers [40], and in approximately
7% of elite controllers, CD4þ T cells decline over time
[24]. Because of the low total number of infected cells and
robust HIV-specific immune responses, elite controllers
could potentially be the best candidates to test strategies
aimed at achieving a sterilizing cure.

Measuring latently infected cells and the
‘reservoir’ in vivo

The major reason why HIV cannot be cured is the
persistence of HIV in a latent form in different cellular
reservoirs. In vivo, HIV latency occurs in resting CD4þ T
cells either as preintegration or postintegration latency.
Preintegration latency refers to unintegrated HIV DNA
that is unstable and will either degrade or will integrate
into the host cell genome, usually following cell activation
[41]. Postintegration latency refers to the presence of
integrated HIV DNA in cells that are not actively
producing viral particles [42].

The major reservoir of cells that harbour postintegration
latency in vivo are resting central memory (CD45RA-
CCR7þCD27þ) and transitional memory (CD45RA-
CCR7-CD27þ) CD4þ T cells [43,44]. Latent infection
can also be established in other long-lived cells including

naı̈ve T cells [45,46], bone marrow progenitor cells [47],
thymocytes [48], and astrocytes [49,50]. Other cells
such as monocyte/macrophages can support long-lived
low-level productive infection [51].

Together, these persistent infected cells constitute the
‘latent reservoir’. Latently infected cells can be detected in
both blood and tissue, including the gastrointestinal tract
[52], genital tract [53] and the central nervous system
[50,54]. When activated, latently infected T cells can
either release viral particles or became productively
infected T cells. In the presence of treatment, further
rounds of infection do not occur and there is no viral
rebound but when treatment is stopped, viral rebound
will occur. There are multiple methods currently used to
quantify persistent HIV-infected cells in patients on
cART (summarized in Fig. 1 and Table 1) [39,42,53,55–
73].

Replication-competent virus: cell associated
The gold standard used to measure the frequency of
resting CD4þ T cells carrying latent but replication-
competent virus is based on co-culture of highly purified
resting CD4þ T cells from the patient together with
PBMCs from an HIV-negative donor and is measured as
infectious units per million cells (IUPM). The major
limitation of using this technique in large multisite clinical
trials is the need for large blood volume, often requiring
leukapheresis. In addition, the assay is labour-intensive,
has a wide coefficient of variation and cannot be
performed with tissue biopsies [42,55].

HIV DNA: unintegrated, integrated and circular
Within infected cells, HIV DNA can exist as linear
nonintegrated forms, circular forms and as an integrated
provirus (Fig. 1). In patients receiving effective cART, the

HIV cure and eradication Lewin and Rouzioux 887

Fig. 1. The viral life cycle in a latently infected cell (left) and productively infected cell (right) is shown together with the current
available tests that quantify different forms of HIV RNA (orange boxes and arrows) and HIV DNA (blue boxes and arrows). HIV
DNA is shown in blue and HIV RNA is shown in black. "HIV DNA measures unintegrated and integrated DNA as well as 2-LTR
circles.
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et al. 1999, Siliciano, Kajdas et al. 2003, Crooks, Bateson et al. 2015). Cette stabilité 
remarquable fait du réservoir latent la principale barrière au traitement de l’infection par le 
VIH-1. 

La méthode QVOA (The Quantitative Viral Outgrowth Assay) représente le test de référence 
pour quantifier la fréquence des lymphocytes T CD4+ quiescents ayant intégré le VIH-1 
latent (Figure 23) (Finzi, Hermankova et al. 1997). Cette technique se base sur la mise en co-
culture de cellules T CD4+ quiescentes hautement purifiées à partir du sang de donneurs VIH+ 
sous traitement c-ART avec les cellules d’un donneur séronégatif et la mesure du nombre 
d’unités infectieuses produites par million de cellules (Infectious Units Per Million cells, IUPM) 
(Chun, Carruth et al. 1997, Finzi, Blankson et al. 1999). Étant donné que ces cellules 
quiescentes ne produisent pas de virus sans activation des cellules T (Chun, Finzi et al. 1995), 
toute production de virus induite dans cette population reflète la présence de VIH-1 latent. 
Pour inverser la latence et induire la production de virus, ces cellules sont stimulées avec un 
activateur de lymphocytes T (PHA mitogène ou des PBMC allogéniques irradiées) (Patel, 
Duby et al. 1988, Finzi, Hermankova et al. 1997, Siliciano and Siliciano 2005, Laird, 
Rosenbloom et al. 2016). Le virus libéré se propage par addition de cellules sensibles à 
l'infection, ce qui permet une hausse exponentielle du virus produit à partir d'une seule cellule 
infectée de manière latente.  

 

 

Figure 23. Tableau récapitulatif des tests courants de détection des différentes formes d'ADN du 
VIH-1 persistant (Wang, Simonetti et al. 2018). 
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La limite majeure de l'utilisation de cette technique est la nécessité d’un volume important de 
sang tel qu’apporté par des cytaphérèses. De plus, elle présente un large coefficient de 
variation et ne peut pas être réalisée avec des biopsies tissulaires (Lewin and Rouzioux 2011, 
Ho, Shan et al. 2013). 

Au départ, la QVOA a été réalisée sur des cellules T CD4+ mémoires quiescentes définies par 
l'absence de marqueurs d'activation cellulaire à leur surface (CD69, CD25, HLA-DR). 
Cependant, comme le réservoir latent dans les cellules T CD4+ quiescentes a été décrit comme 
mécanisme de persistance du VIH-1, la QVOA est aujourd’hui réalisée sur des pools de 
cellules T CD4+ comprenant les cellules T quiescentes et activées provenant de donneurs 
séropositifs. De plus, d'autres conditions d'activation des cellules T CD4+ ont été utilisées avec 
succès telles que l'utilisation d'anticorps anti -CD3 et -CD28 (Wong, Hezareh et al. 1997, 
Kuzmichev, Veenhuis et al. 2017), et de PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate) associée à la 
Ionomycine (Bullen, Laird et al. 2014). 

Après la réactivation des provirus latents via la stimulation des cellules T, le virus libéré se 
propage par addition de cellules sensibles à l'infection par le VIH-1 telles que les PBMC 
pauvres en cellules CD8+ (Beliakova-Bethell, Hezareh et al. 2017) et certaines lignées 
cellulaires telles que les cellules MOLT-4 / CCR5 et les cellules Sup-T1 (Laird, Eisele et al. 
2013, Fun, Mok et al. 2017). La production virale est ensuite détectée par ELISA (au jour 
14) de l'antigène p24 et la fréquence de l'infection latente est calculée sur la base des dilutions 
des puits de cellules et de la production virale détectée (Rosenbloom, Elliott et al. 2015). La 
détection par RT-qPCR de l'ARN du VIH-1 dans le surnageant de culture au jour 7 a permit 
de raccourcir significativement la QVOA.  De plus, deux études récentes ont démontré que 
des lymphocytes T CD4+ provenant de donneurs infectés par le VIH-1 sous c-ART soumis à 
plusieurs cycles d'activation permettrait l’augmentation de la production virale (Ho, Shan et 
al. 2013, Hosmane, Kwon et al. 2017). 

Il est intéressant de noter que des provirus similaires ont pu être obtenus à partir de puits de 
culture distincts après différents nombres de cycles d'activation des cellules T, ce qui suggère 
que les lymphocytes T CD4+ de cette expansion clonale peuvent ne pas répondre de manière 
uniforme à un cycle donné d'activation des lymphocytes T (Lorenzi, Cohen et al. 2016, 
Simonetti, Sobolewski et al. 2016). La QVOA standard (un cycle d’activation) peut donc être 
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considérée comme une estimation minimale de la taille du réservoir latent ne capturant qu'une 
fraction du réservoir latent. La QVOA à stimulation multiple capture une fraction sans cesse 
croissante du réservoir latent avec chaque cycle successif d'activation et de prolifération des 
cellules T. Le réservoir latent est donc défini comme des provirus génétiquement intacts et 
donc capables de se répliquer in vivo (Wang, Simonetti et al. 2018). 

Plusieurs méthodes ont été développées pour distinguer les provirus défectueux des provirus 
intacts capables de se répliquer. Des études récentes basées sur le séquençage du virus complet 
ont permit d’examiner la nature des défauts présents dans la réplication de provirus 
incompétents retrouvés dans les puits de QVOA qui étaient négatifs pour la production virale 
et ont détecté de grandes délétions internes et / ou une hypermutation médiée par 
APOBEC3G (Ho, Shan et al. 2013, Bruner, Murray et al. 2016). Par ailleurs, une étude 
récente a démontré que les provirus présentant des hypermutations et des défauts dans le site 
majeur d'épissage pouvaient être transcrits, que les ARN obtenus pouvaient être épissés et 
traduits, et que les cellules portant ces provirus défectueux pouvaient être reconnues et ciblées 
par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) spécifiques du VIH-1 (Pollack, Jones et al. 2017).  

Le séquençage du provirus complet présente de nombreux avantages par rapport aux autres 
méthodes qui explorent uniquement les régions sous-génomiques. En effet, ces dernières 
peuvent induire un biais aboutissant à des données de séquences non représentatives de la 
population réelle de provirus du VIH-1 lié à l’hétérogénéité engendrée par la présence de 
délétions internes et d’hypermutations (Wang, Simonetti et al. 2018). 

Le groupe de Nussenzweig a récemment développé une nouvelle stratégie permettant 
d’enrichir et de purifier les cellules T CD4+ latentes réactivées provenant d'individus infectés 
par le VIH-1 sous traitement c-ART. Dans cette méthode, les cellules T CD4+ sont activées 
avec de la PHA pendant 36h en présence de cinq antirétroviraux puissants et d'un inhibiteur 
de la caspase. Les cellules exprimant la protéine d'enveloppe de VIH-1 (Env) ont été 
marquées avec un cocktail d'anticorps neutralisants anti-Env biotinylés, puis enrichies à l'aide 
de billes magnétiques suivi du tri de cellules exprimant à la fois Env et Gag (combinaison 
d’expression de Env et de l'ARNm de gag du VIH-1). Les cellules latentes réactivées ont 
produit des virus complets et intacts dont les séquences Env exprimées étaient identiques à 
celles détectées dans les virus qui ont émergé dans les cultures de QVOA, et représentent 



	 	 	 	 	84	

donc des clones de cellules T expansées in vivo (déterminé par leur séquence de récepteur 
TCR). L'analyse de l'expression des gènes a révélé que ces cellules partagent un profil de 
transcription qui inclut l'expression de gènes impliqués dans la désactivation du virus permet 
une division cellulaire sans activation des voies de mort cellulaire normalement déclenchées 
par la réplication du VIH-1 (Cohn, da Silva et al. 2018).  

Deux études ont réalisé un séquençage NGS (Next Generation Sequencing) du provirus 
VIH-1 complet en utilisant la technologie d'Illumina MiSeq (Hiener, Horsburgh et al. 2017, 
Lee, Orlova-Fink et al. 2017), permettant de trier les séquences sur la base de la présence 
d’anomalies qui empêcheraient la réplication. L’étude du groupe de Lichterfeld a par ailleurs 
révélé des proportions plus élevées de provirus intacts dans les lymphocytes T CD4+ Th1 
(Lee, Orlova-Fink et al. 2017). Cette nouvelle approche est rentable et fournit suffisamment 
de données de séquençage pour étudier la composition des provirus dans des sous-populations 
cellulaires d’intérêt.  

Récemment, le groupe de Palmer a utilisé la technique FLIP (Full-Length Individual 
Sequencing) pour étudier les variations de l'ADN proviral dans les lymphocytes T CD4+ à 
différents stades de différenciation (Hiener, Horsburgh et al. 2017) et a permit d’identifier des 
clones expansés chez tous les sujets de l’étude (n = 6), tant pour les provirus défectueux que 
pour les provirus intacts. Des provirus génétiquement identiques indiquent une prolifération 
cellulaire, car le taux d'erreurs de la transcriptase inverse du VIH-1 limite la transcription de 
provirus identiques par réplication de novo (Maldarelli, Wu et al. 2014, Wagner, McLaughlin 
et al. 2014, Cohn, Silva et al. 2015, Lee, Orlova-Fink et al. 2017). Les résultats de cette étude 
ont donc confirmé le rôle de la prolifération cellulaire dans la persistance du VIH-1. De plus, 
les proportions des provirus intacts étaient différentes selon les sous-ensembles, classées 
respectivement de la plus faible à la plus élevée TCM <TN <TTM <TEM (Hiener, Horsburgh et 
al. 2017). 
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Conclusion 

Les conséquences de l’infection par le VIH-1 sont donc la destruction accrue des lymphocytes 
T CD4+, le dysfonctionnement de l’homéostasie lymphocytaire associé à l’activation 
immunitaire et l’établissement du réservoir viral. Ce réservoir, cellulaire et tissulaire, est 
constitué de cellules cibles infectées par le VIH-1 de manière latente, qui parviennent à 
échapper au  système immunitaire. Le niveau d’activation et de prolifération de ces cellules, 
l’absence de marqueurs membranaires du réservoir, l’incapacité des antirétroviraux à les 
atteindre et leur durée de vie relativement longue, permettent le maintient de la persistance 
virale.  
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IV. Problématique et objectifs du travail de thèse  

Bien que les thérapies antirétrovirales c-ART soient très efficaces pour réduire la morbidité et 
la mortalité liée au VIH-1 et épargner des millions de vies, ce traitement ne parvient pas à 
l’éradication complète du virus de l’organisme. En effet, le traitement inhibe considérablement 
la réplication du VIH-1 et permet de réduire la charge virale plasmatique à des niveaux 
indétectables, mais dès lors que le traitement est interrompu, un rebond viral rapide est 
observé chez de nombreux individus. Ce rebond de charge virale est la preuve incontestable de 
la persistance du virus et de la mise en place d’un réservoir pour le VIH-1 malgré les 
traitements. 

La réplication du VIH-1 dépend de l'état d'activation et de division de la cellule (McDougal, 
Cort et al. 1985, Douek, Brenchley et al. 2002). Les cellules T CD4+ mémoires ont été 
décrites comme la principale cible du VIH-1 (Schnittman, Lane et al. 1990) et sont 
massivement déplétées au cours d'une infection aiguë (Mattapallil, Douek et al. 2005). Les 
mécanismes de cette déplétion chez les individus infectés par le VIH-1 reste un sujet 
important d’investigation.  

La mise en évidence du rôle de la molécule SAMHD1 dans l’infection par le VIH-1 en tant 
que facteur de restriction a ouvert de nouvelles perspectives dans la compréhension de la 
pathogénicité du virus. En effet, il a été clairement démontré que dans les cellules myéloïdes 
comme les monocytes/macrophages et les DC (Hrecka, Hao et al. 2011, Laguette, Sobhian et 
al. 2011) ainsi que les lymphocytes T CD4+ quiescents (Baldauf, Pan et al. 2012, Descours, 
Cribier et al. 2012), SAMHD1, une dNTP triphosphohydrolase,  jouait un rôle important 
dans la protection de ces cellules de l’infection par le VIH-1. SAMHD1 limite l'infection par 
le VIH-1 par diminution du pool intracellulaire de dNTP conduisant au blocage de la 
transcription inverse (Baldauf, Pan et al. 2012, Descours, Cribier et al. 2012) et la 
phosphorylation de SAMHD1 s'est révélée cruciale dans la restriction de l'infection par le 
VIH-1 (Cribier, Descours et al. 2013, Welbourn, Dutta et al. 2013, White, Brandariz-Nunez 
et al. 2013). En revanche, le rôle de cette molécule dans l’infection des lymphocytes CD4+  
mémoires qui sont souvent la cible préférentielle du virus pour se répliquer, n’a pas été élucidé. 

Le rôle de SAMHD1 dans les différentes sous-populations de cellules T CD4+ provenant 
d’individus non infectés et infectés par le VIH-1 n’a pas été étudié de manière détaillée. Deux 
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études récentes ont montré que les lymphocytes T mémoire CD4+ dotés de propriétés 
similaires à celles des cellules souches et exprimant faiblement SAMHD1 sont favorables à 
l'infection par le VIH-1 (Buzon, Sun et al. 2014, Tabler, Lucera et al. 2014). Cependant, il 
reste à déterminer si l'expression et la fonction de SAMHD1 sont comparables dans d'autres 
sous-ensembles de lymphocytes T CD4+, tels que les cellules effectrices, les cellules centrale 
mémoires et transitionnelle mémoires, car ces cellules sont plus vulnérables à la réplication du 
VIH-1 (McDougal, Cort et al. 1985, Douek, Brenchley et al. 2002). Des études ont révélé un 
lien entre la persistance de cellules infectées de manière latente et l'intégration provirale dans 
des gènes liés à la prolifération cellulaire (Maldarelli, Wu et al. 2014, Wagner, McLaughlin et 
al. 2014). 

Dans une étude ultérieure publiée en 2015 (Ruffin, Brezar et al. 2015), nous avons réalisé des 
analyses phénotypiques et fonctionnelles des lymphocytes T CD4+ du sang périphérique et des 
ganglions lymphatiques de sujets infectés par le VIH-1 traités ou non traités, et de sujets non-
infectés. Dans cette étude, nous avons révélé l'existence d'une sous-population de lymphocytes 
T CD4+ mémoires exprimant de faibles niveaux de SAMHD1 (CD4+ CD45RO+ 

SAMHD1low), alors que la grande majorité des cellules CD3+ circulantes (94 ± 0,7%), 
expriment cette molécule à des niveaux plus élevés (Ruffin, Brezar et al. 2015). Ces cellules 
SAMHDllow étaient présentes préférentiellement dans le compartiment mémoire des PBMC 
de sujets adultes et n’ont pas été retrouvées dans le sang de cordon.  

Nous avons montré que la population CD4+ CD45RO+ SAMHD1low présente un phénotype 
très différencié (CCR7+/-, CD27+/-) exprimant des molécules d’activation (CD38+, HLA-
DR+), et présente une grande proportion de cellules cycliques Ki67+ et est significativement 
diminuée chez les patients infectés par le VIH-1 par rapport aux sujets sains. De plus, nous 
avons montré que les cellules qui prolifèrent in vitro voient leur expression de SAMHD1 
diminuer, et que cette diminution de l’expression de SAMHD1 était associée à une plus 
grande susceptibilité de ces cellules à l’infection par le VIH-1, confirmant ainsi le rôle de 
SAMHD1 comme facteur de restriction. 

Dans cette même étude ultérieure, nous avons également montré que dans le sang 
périphérique, ces cellules sont enrichies en cellules Th17 alors que dans les ganglions elles ont 
un phénotype de Tfh, des sous-populations cellulaires décrites comme étant des sites 
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principaux de réplication du virus. Nous avons constaté que les cellules Tfh présentes dans les 
organes lymphoïdes secondaires exprimaient faiblement SAMHD1, et présentaient une plus 
grande susceptibilité à l'infection par le VIH-1 in vitro. Cependant, la proportion de cellules 
SAMHD1low dans les ganglions lymphatiques n'a pas diminué chez les patients infectés par 
rapport aux sujets non-infectés, confirmant leur rôle de réservoir dans les ganglions. 
Globalement, nos résultats démontrent que les cellules T CD4+ connues pour être susceptibles 
à l’infection par le VIH-1, à savoir les cellules Th17 et Tfh, expriment faiblement de facteur 
de restriction SAMHD1 révélant un rôle de modulation de l’expression de SAMHD1 dans 
l’infection par le VIH-1 et la déplétion des lymphocytes T CD4+.  

L’ensemble de ces résultats révélant l’existence de cellules T CD4+ mémoires SAMHD1low 
dans le sang périphérique (enrichies en Th17) et les ganglions lymphatiques (Tfh) d'individus 
infectés et non infectés par le VIH-1, et prenant en compte la sensibilité de ces cellules à 
l'infection, nous avons émis l'hypothèse que les cellules SAMHD1low représentent une cible 
préférentielle pour le VIH-1 et pourrait jouer un rôle dans l'établissement et la persistance du 
réservoir du VIH-1, ouvrant ainsi des perspectives pour explorer les voies conduisant à la 
persistance virale dans les cellules. 

Les données exposées ci-avant ont été le point de départ de mon projet de thèse qui est la 
« Caractérisation d’une nouvelle population de lymphocytes T CD4+ mémoires exprimant 
faiblement le facteur de restriction SAMHD1 ». 

Dans mon projet, nous avons examiné (i) le phénotype des cellules mémoires SAMHD1low à 
forte capacité de prolifération, (ii) si ces cellules contenaient des niveaux élevés d'ADN du 
VIH-1 avec des populations distinctes de VIH-1, (iii) l’existence d’une compartimentation 
virale, et (iv) les caractéristiques fonctionnelles de ces cellules en performant un séquençage à 
haut débit. 

Les objectifs de mon projet sont : 

- Caractérisation phénotypique des cellules mémoires SAMHD1low. La caractérisation 
phénotypique des  cellules mémoires SAMHD1low par cytometrie en flux permet de 
déterminer  le caractère d’activation, d’épuisement et de sénescence. 
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- Une analyse quantitative de l’ADN VIH-1. La quantification de l’ADN viral dans les 
sous-populations cellulaires mémoires SAMHD1+ et SAMHD1low, et naïves 
SAMHD1+ détermine la quantité de cellules cibles infectées (réservoir cellulaire) et 
permet de démontrer si les cellules mémoires SAMHD1low , hautement prolifératives, 
contiennent plus d’ADN du VIH-1 et contribuent à la persistance du virus.  

- Une analyse qualitative de l’ADN VIH-1. Le séquençage à haut débit du gène de 
l’enveloppe du VIH-1 isolé à partir de sous-populations cellulaires mémoires 
SAMHD1+ et SAMHD1low, et naïves SAMHD1+ permet la réalisation d’arbres 
phylogénétiques et la comparaison des séquences génétiques afin de déterminer 
l’existence ou non d’une compartimentation et/ou migration de populations VIH-1 
entre nos cellules d’intérêt SAMHD1low et les cellules SAMHD1+. 

- Une Analyse des profils transcriptionnels par NGS. Caractériser d’avantage les cellules 
SAMHD1low permet la mise en évidence de marqueurs membranaires qui aideront à 
leur isolation pour des études fonctionnelles. 

Ce travail permettra d’élucider d’une part les mécanismes qui conduisent à la déplétion des 
lymphocytes mémoires CD4+ au cours de l’infection par le VIH-1 et d’autre part d’explorer les 
voies conduisant à la persistance du virus dans les cellules.   
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I. Caractérisation phénotypique par cytométrie en flux  

a. Caractérisation phénotypique des populations cellulaires dans le sang périphérique  

Les individus HIV+ inclus dans cette étude font partie de la cohorte de patients 
physiopathologique de l’hôpital Henri Mondor - Créteil. Comme contrôles HIV-, des 
échantillons de donneurs sains de l’Etablissement Français du Sang ont été utilisés. 

Nous avons utilisé des prélèvements de sang total frais (prélevés le jour même) à partir duquel 
les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs, Peripheral Blood Mononuclear 
Cells) ont été isolés, de n=17 patients infectés par le VIH-1 de manière chronique recevant un 
traitement antirétroviral avec une médiane de LT CD4+ =522 cellule/ml et une charge virale 
HIV-1 ARN < 20 copies/ml (Tableau 1, Annexe 1). Comme contrôle HIV-, nous avons 
utilisé des prélèvements de sang total frais de n=13 individus récoltés par l’Etablissements 
Français du Sang (E.F.S). Les prélèvements étaient sous forme de tubes de sang EDTA de 
6ml, à raison de 6 à 7 tubes en moyenne par donneur (~42ml de sang total/patient). Après 
isolation des PBMCs par gradient de séparation Ficoll, une partie des cellules a été 
directement utilisée pour la caractérisation phénotypique (2.106 cellules) et le reste des cellules 
a été cryoconservé dans du milieu de congélation composé de SVF supplémenté de 
Diméthylsulfoxyde (DMSO 10%).  

Les cellules PBMC des différents patients ont été réparties sur une plaque de marquage 96 
puits à fond conique, puis lavées avec du PBS 1X 2% SVF. Pour le marquage extracellulaire, 
les culots cellulaires ont été re-suspendus dans 20ul de mix d’anticorps: l’APC-Vio770 anti-
CD4, PerCP-Cy5.5 anti-CD3 (fourni par Milteniy Biotech, Paris, France), AF700 anti-
CD4, Pacific.Blue anti-CD3, APC-H7 anti-CD8, PE-CF594 anti-CD45RO, PE anti-
CD57, PE-Cy7 anti-PD-1, APC anti-CD95, Alexa-Fluor 647 anti-CCR4, PE anti- 
CXCR3, PE-Cy7 anti-CCR6 (fournit par Becton Dickinson Biosciences, Pont de Claix, 
France), PE anti-2B4 (fourni par Beckman Coulter). Le mix d’anticorps a été réalisé dans du 
PBS 1X 2% SVF. Un marqueur de viabilité cellulaire « Live/Dead » a été ajouté au mix 
d’anticorps afin d’exclure les cellules mortes (Live/Dead Vivid detection kit, couplé avec aqua 
dye, Invitrogen). Les cellules ont été incubées pendant 30 minutes à 4°C, à l’abri de la 
lumière, avant de subir un nouveau lavage (PBS 1X 2% SVF).   
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A la suite du marquage extracellulaire, les cellules ont été fixées/perméabilisées (protocole 
détaillé dans la partie « quantification du réservoir ») puis marquées dans 20ul de mix 
d’anticorps : Alexa-Fluor 488 anti-SAMHD1 (fournit par l’équipe du Dr Olivier Schwartz, 
Institut Pasteur), PerCP Cy5.5 anti-Ki67, PE anti-Ki67 (fournit par Becton Dickinson 
Biosciences), Rabbit Poly-Ab anti-SAMHD1 (fourni par Protein Tech Europe) + Alexa-
Fluor 647 anti-Rabbit (fourni par LifeTech). 

 

Figure 1. Stratégie de gating des lymphocytes T CD4+ en sous-population mémoires CD45RO+ : 
Th17 (CCR6+ CCR4+ CXCR3-), Th1Th17 (CCR6+ CCR4- CXCR3+), CCR6+ DN (CCR4- 
CXCR3-), CCR6+ DP (CCR4+ CCR3+), mémoire CD45RO+ SAMHD1+, mémoire CD45RO+ 
SAMHD1low et naïves CD45RO- SAMHD1+. 

Après 30 minutes d’incubation à 4°C dans l’obscurité, les cellules ont été lavées puis re-
suspendues dans du PBS 1X 2% SVF avant d’être analysées au Cytomètre de Flux LSR II 
(FACS Becton Dickinson LSR II). Tous les réglages et compensations ont été fait à l’aide de 
billes directement couplées avec chacun des fluorochromes utilisés dans le panel. Les résultats 
obtenus par le cytomètre ont été analysés avec la version 10.0.7 du logiciel FlowJo (Tree Star 
Inc., Ashland, Oregon, USA) (Figure 1). 
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b. Caractérisation phénotypique des populations cellulaires dans le tractus digestif 

Nous avons utilisé des prélèvements de sang total frais (5 tubes EDTA de 6ml, ~30ml de sang 
total/patient) et des biopsies rectales (prélevées le jour même, ~total de 11 biopsies) de 
patients infectés par le VIH-1 (n=6), provenant du Centre Hospitalier Régional d’Orléans 
(Dr Hocqueloux, Tableau 2, Annexe 1). En contrôles HIV-, des PBMCs de donneurs sains 
de l’Etablissement Français du Sang et des biopsies excisionnelles de colons de sujets VIH-1- 
ont été utilisés. Les cellules PBMCs ont été fraichement isolées du sang total par gradient de 
séparation Ficoll. Les lymphocytes de la lamina propria ont été isolés des biopsies rectales et 
excisionnelles de colons  suivant un protocole qui a été développé au laboratoire. 

b.1. Isolation des lymphocytes de la lamina propria 

Matériel  

• Préparer du milieu IEL (Intraepithelial Lymphocytes) composé de 200ml de milieu 
RPMI, 300ul de MgCL2 (Magnesium Chloride, 1M final), 2ml de SVF (1% final) et 
0.07g d’EGTA (1mM final). 

• Préparation du milieu LPL (Lamina Propria Lymphocytes) composé de 30ml de 
milieu RPMI, 2ml de SVF et 0.006g de Collagenase II (100 U.ml-1 final). 

• Preparer du milieu de lavage composé de PBS 1X 5% SVF. 

Méthode 

• Les biopsies sont transportées dans du milieu à 4°C. 
• Récupérer délicatement les biopsies dans un tube 50ml. 
• Ajouter 20ml de milieu de lavage dans le tube de milieu de transport filtré puis 

conserver à 4°C. 
• Ajouter 30ml de milieu IEL au tube de biopsies puis incuber 30min à 37°C sous 

agitation à 300rpm. 
• Vortexer 1 min puis filtrer les biopsies et récupérer le milieu IEL. 
• Ajouter au milieu filtré 20ml de milieu de lavage (=IEL-1) puis conserver à 4°C.  
• Ajouter 30ml de nouveau milieu IEL  aux biopsies. 
• Incuber 30min à 37°C sous agitation à 300rpm. 
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• Vortexer 1 min puis filtrer les biopsies et récupérer le milieu IEL. 
• Conserver le milieu filtré + 20ml de milieu de lavage à 4°C (=IEL-2). 
• Ajouter 30ml de milieu LPL aux biopsies. 
• Incuber 30min à 37°C sous agitation à 250rpm. 
• A l’aide d’une seringue 30ml Ø2mm aspirer et éjecter énergiquement (broyage 

mécanique) les biopsies rectales : 8 à 12 fois. 
• Incuber 30min à 37°C sous agitation à 250rpm. 
• Refaire l’opération de broyage mécanique des biopsies rectales  a l’aide d’une seringue 

30ml Ø2mm: 8 à 12 fois. 
• Filtrer le milieu LPL à l’aide d’un filtre Ø70nm puis ajouter 20ml de milieu de lavage 

et conserver à 4°C (=LPL).  
• Centrifuger les milieux IEL-1, IEL-2, LPL et le milieu de transport 4min à 1800rpm. 
• Resuspendre le culot cellulaire dans 2ml de milieu de lavage puis compter les cellules. 
• Transférer les cellules dans un tube FACS 5ml et procéder au marquage.  

b.2. Marquage cellulaire et analyse 

Le protocole de marquage extracellulaire et intracellulaire ainsi que les étapes de l’analyse 
FACS utilisés sont les mêmes que celles décrites dans le partie « Caractérisation phénotypique 
dans le sang total ». Le panel d’anticorps utilisé était le suivant : anti -CD4 (couplé avec 
APC-Vio770, Miltenyi Biotech), -CD3 (couplé avec Pacific Blue, BD Bioscience) et -
CD45RO (couplé avec PE-CF594, BD Bioscience) pour le marquage intracellulaire. Les 
cellules ont ensuite été marquées en intracellulaire avec un anticorps anti-SAMHD1 (Alexa-
Fluor 488, fournit par l’équipe du Dr Olivier Schwartz, Institut Pasteur) après fixation et 
perméabilisation.  

II- Quantification du réservoir et Séquençage à haut débit 

a. Cohorte de patients 

Les individus HIV+ inclus dans cette étude font partie de la cohorte de patients 
physiopathologique de l’hôpital Henri Mondor - Créteil.  

Nous avons utilisé des prélèvements de sang total frais de n=42 patients infectés par le VIH-1 
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de manière chronique. Parmi ce groupe de patients, n=36 reçoivent un traitement 
antirétroviral (c-ART, durée médiane de traitement= 7ans) avec une médiane du nombre de  
LT CD4+ =549 cellule/µl et un nadir CD4+= 210 cellules/ µl (Tableau 3, Annexe 1), et n=6 
patients Elite Controllers (EC) infectés par le VIH-1 depuis plus de dix ans sans jamais avoir 
reçu de traitement antirétroviral, avec une médiande de LT CD4+= 900 cellules/ µl (Tableau 
4, Annexe 1). 

b. Quantification du réservoir 

b.1. Isolation des LT CD4+ 

Nous avons utilisé des prélèvements frais de sang de patients infectés par le VIH-1 (prélevés le 
jour même), sous forme de tubes de sang EDTA de 6ml, à raison de 7 tubes en moyenne par 
donneur (~42ml de sang total/patient). Les PBMCs ont été fraichement isolées du sang total 
par gradient de séparation Ficoll. Pour chaque patient, des échantillons contrôles de PBMC 
« fixées » et « non fixées »  ont été prévus (0.5 x 106 de PBMC pour chacune des deux 
conditions).   

Un enrichissement en lymphocytes T CD3+ CD4+ a d’abord été réalisé grâce à des billes 
magnétiques par sélection négative (CD4+ T Cell Isolation Kit II, Miltenyi Biotec). Il s’agit 
d’un cocktail d’anticorps couplés à de la biotine (Biotin-Antibody Cocktail) et dirigés contre 
un grand nombre d’antigènes hormis CD3+ et CD4+, ajouté aux PBMCs re-suspendus dans 
du MACS Buffer (Miltenyi Biotec), puis incubé 10min à 4°c. Un second anticorps anti-biotin 
couplé à des billes magnétiques (Anti-Biotin Microbeads) a été ajouté puis incubé à 4°C 
pendant 15 min. Après un lavage au MACS Buffer et élimination du surnageant, les cellules 
ont été re-suspendues dans du MACS Buffer. Une colonne LS (Miltenyi Biotec) conservée à 
4°C a été placée sur un aimant et rincées avec 1 ml de MACS Buffer, sur laquelle la 
suspension cellulaire a été par la suite rajoutée. L’élution des cellules T CD3+ CD4+, non 
retenues sur la colonne, se fait par ajout de trois fois 1 ml de MACS Buffer. 

  b.2. Marquage et tri cellulaire  

Les lymphocytes T CD3+ CD4+ isolés ont été lavés dans du PBS 1X complémenté de 2% de 
SVF (sérum de veau fœtal) dans des tubes FACS de 5ml avant d’être marqués en surface. Les 
culot cellulaires ont été re-suspendus avec un mix d’anticorps couplés à des fluorochromes 
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contenant de l’anti -CD4 (couplé avec APC-Vio770, Miltenyi Biotech), -CD3 (couplé avec 
Pacific Blue, BD Bioscience) et -CD45RO (couplé avec PE-CF594, BD Bioscience). Le mix 
d’anticorps a été réalisé dans du PBS 1X 2% SVF. Les cellules ont été incubées pendant 30 
minutes à 4°C, à l’abri de la lumière, avant de subir un nouveau lavage (PBS 1X 2% SVF).  

A la suite du marquage extracellulaire, les cellules sont passées par une étape de 
fixation/perméabilisation en vue d’un marquage intracellulaire. Les lymphocytes T CD3+ 
CD4+ ont été incubés 30 minutes à 4°C dans un tampon de marquage FoxP3 
(Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set, Affymetrix eBioscience) en suivant le 
protocole du Kit. Après incubation, les cellules ont été lavées deux fois avant d’être re-
suspendues dans du tampon de lavage (Wash Buffer, Affymetrix eBioscience) contenant 
l’anticorps anti-SAMHD1 (Alexa-Fluor 488, fournit par l’équipe du Dr Olivier Schwartz, 
Institut Pasteur). Après 30 minutes d’incubation à 4°C dans l’obscurité, les cellules ont été 
lavées puis re-suspendues dans du PBS 1X 2% SVF.  

Tout de suite après le marquage intracellulaire, les cellules ont été transportées dans du PBS 
1X 2% SVF à 4°C jusqu’à l’Institut Pasteur avant d’être immédiatement triées en utilisant un 
trieur MoFlo Astrios (Soc Beckman). Les cellules triées ont été récupérées dans des tubes 
FACS contenant 2ml de PBS 1X 50% SVF.  

Les cellules ont été triées selon l’expression de CD45RO et SAMHD-1 (Figure 2), en trois 
populations :  
 1- Naïves CD45RO- SAMHD1+ 
 2- Mémoires CD45RO+ SAMHD1+ 
 3- Mémoires CD45RO+ SAMHD1low 

 
 

Figure 2. Stratégie de gating utilisée pour 
le tri des trois populations de 
lymphocytes T CD4+ . 1- Naïves 
CD45RO- SAMHD1+, 2- Mémoires 
CD45RO+ SAMHD1+, 3- Mémoires 
CD45RO+ SAMHD1low. 

 

CD45RO

SA
M

HD
1

CD4

CD
3

Vivid

CD
3

Naive 
SAMHD1+

Memory 
SAMHD1+

Memory 
SAMHD1low

1 2

3



	 	 	 	 	101	

Après le tri des cellules de chaque patient (Tableau 1), la pureté était systématiquement 
vérifiée pour chaque population et les valeurs de pureté étaient comprises entre 93% et 99%. 
La population de cellules mémoires CD45RO+ SAMHD1low étant beaucoup moins 
abondante que les deux autres (population d’intérêt), nous avons décidé de préserver la totalité 
des cellules triées pour l’extraction.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1. Nombre de cellules triées dans les trois sous-populations cellulaires par donneur. Sont 
représentés les nombres de cellules triées dans chacune des trois sous population (valeurs 
comptabilisées par le trieur) et des PBMCs contrôle par donneur (n=20 donneurs pour lesquels les 
valeurs sont disponibles). Le nombre de cellules triées varie selon les donneurs et selon les populations 
cellulaires : 1- Naïves CD45RO- SAMHD1+ entre 8.5K et 6M, 2- Mémoires CD45RO+ SAMHD1+ 

entre 11K et 3.9M et 3- Mémoires CD45RO+ SAMHD1low entre 2.7K et 180K. 

b.3. Extraction de l’ADN VIH-1 dans les cellules triées 

Immédiatement après le tri, les cellules ont été lavées dans du PBS 1X 0.5% SVF puis une 
étape de « decross-link » a été réalisée avant l’extraction: dépôt de 20 µl de Protéinase K et 
200 µl de Tampon AL, incuber 10 min à 56°C puis ajouter 1.25 mM NaCl. Après 4h 

N     
pt

CD45RO-   
SAMHD1+

CD45RO+ 
SAMHD1+

CD45RO+ 
SAMHD1low

PBMCs    
fixées

PBMCs            
non-fixées

1 1,87M 421,3 K 58K 500K 500K
3 670,992 K 346,493 K 19,952 K 300K 300K
7 959 K 817 K 58 K 300K 300K
8 2,1M 956K 98K 500K 500K
9 1,67 M 1,1 M 76,23 K 500K 500K

10 1,1 M 313,355 K 41,486 K 500K 500K
11 311 K 911 K 46 K 300K 300K
12 3,4 M 2 M 113 K 500K 500K
13 1,6 M 863K 61K 300K 300K
14 4,52 M 1,43 M 97,85 K 500K 500K
15 1 M 787 K 71 K 300K 300K
17 105 K 315 K 45 K 300K 300K
18 510 K 1,03 M 40 K 300K 300K
19 2,43 M 1,83 M 95,36 K 500K 500K
31 2,89M 1,68M 95K 500K 500K
32 2 M 653 K 50,93 K 300K 300K
33 2,71 M 3,89 M 81,4 K 500K 500K
34 8,533 K 11,014 K 2,780 K 300K 300K
35 6 M 1,8 M 86 K 500K 500K
36 1,40 M 1,08 M 180 K 300K 300K
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d’incubation à 66°C, ajouter 40ul de proteinase K incuber 60min à 45°C. Les échantillons 
étaient conservés à -80°C en attendant l’extraction. 

L’extraction de l’ADN viral était réalisée sur colonne Qiagen avec le Kit QiaAmp DNA 
Blood mini kit suivant le protocole du fournisseur, adapté pour l’étape de lyse cellulaire: dépôt 
de 40ul de protéinase K et vortexer 15 secondes, incuber à 56°C pendant 30 minutes et 
homogénéiser toutes les 10 minutes, puis incuber à 100°C pendant 30 minutes et 
homogénéiser toutes les 10 minutes, puis en suivant le protocole d’extraction du kit.  

b.4. Calcul et ajustement de la quantité de cellules par échantillon  

Le nombre de cellules était défini par PCR quantitative en temps réel du gène de l’albumine. 
La quantité est mesurée grâce à une gamme de quantification préparée à partir d’ADN 
génomique humain (1µg= 150.000 cellules). L’amplification du gène cellulaire Albumine, 
présent à 2 copies/cellule, permet de quantifier précisément le nombre de cellules/ml 
d’échantillon. Les résultats étaient exprimés en nombre de copies cible d’intérêt par ml 
d’échantillon.  

La PCR quantitative TAQMAN (TaqManABI PRIS M 7500, Applied Biosystems-
Courtaboeuf France), a été réalisée par utilisation des kit qPCR Mastermix No Rox et qPCR 
Mastermix Plus Low Rox (Rt-QP2X-03+NR et RT-QP2X-03+WOULR Eurogentec- 
Belgique, respectivement). Le mélange réactionnel et le programme du thermocycleur sont 
décrits ci dessous (Tableau 2).  

 

 

 

 

 

 

Tableau 2. Mélange réactionnel et paramètres du thermocycleur pour la réaction de RT-qPCR. 
Volume du mix de réaction : 20 µl, volume d’extrait: 5 µl. 

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

Master Mix No ROX Eurogentec 6,25 0,5X 50°C 2 min
Master Mix Low ROX Eurogentec 6,25 0,5X 95°C 10 min

Sondes Alb 100pmole/µl 0,05 5 pmole 95°C 15 sec 45 cycles
A5 150pmole/µl 0,05 7,5 pmole 60°C 1 min
A3 150pmole/µl 0,05 7,5 pmole

Pré-Mix CI Simplexa (sonde CY5) 0.2 -
H2O qsp 20µl 7,15 -

ADN 5 -

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

dNTP 2 0,4 mmol/l 94°C 2 min
MgSO4 2 0,4 mmol/l 94°C 30 sec

Taq Platinium Pol 0,25 0,05 Ul/µl 50°C 30 sec
Tampon de réaction 5 1X 68°C 1 min

Amorce sens 1 0,2 µmol/l 68°C 5 min
Amorce anti-sens 1 0,2 µmol/l 4°C infini

H2O 18,75 -
ADN 20 -

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

dNTP 1 0,2 mmol/l 94°C 3 min
MgSO4 2 0,4 mmol/l 94°C 30 sec

Taq Platinium Pol 0,25 0,05 Ul/µl 50°C 30 sec
Tampon de réaction 5 1X 68°C 45 sec

Amorce sens 1 0,2 µmol/l 68°C 5 min
Amorce anti-sens 1 0,2 µmol/l 4°C infini

H2O 34,75 -
ADN 5 -

Température Temps
96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 4 min

40                   
cycles

40                    
cycles

28       
cycles
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Séquences des amorces: 
    A5 : 5’ gct gtc atc tct tgt ggg ctg t  3’ 
    A3 : 5’ aaa ctc atg gga gct gct ggt t 3’ 
La sonde était marquée FAM (6-carboxy fluoresceine) TAMRA (Applied Biosystems-
Courtaboeuf France) 5’ cct gtc atg ccc aca caa atc tct cc 3’ 

b.5. Quantification de l’ADN VIH-1 total et 2-LTR dans les cellules triées  

La quantification de l’ADN VIH-1 total et 2-LTR a été réalisée par l’équipe du Dr Olivier 
Delelis à l’ENS-Cachant. Les protocoles qui ont été utilisés sont détaillés dans la référence 
suivante : (Munir, Thierry et al. 2013). 

b.6. Quantification de l’ADN VIH-1 total dans les cellules triées 

L’ADN total du VIH-1 était quantifié par PCR en temps réel à l’aide de la trousse Generic 
HIV DNA Cell (Biencentric), par détection et amplification de la région LTR de l’ADN 
VIH-1 cellulaire total. La quantification a été réalisée sur 20ul d’extrait d’acide nucléique avec 
un maximum de 150 000 cellules, suivant le protocole du fournisseur. La quantification était 
calibrée par une gamme d’ADN VIH-1 de la souche HXB2 (produite par la lignée cellulaire 
8E5, 1 copies d’ADN par VIH-1 par cellule) dont les concentrations étaient préalablement 
définies grâce à une gamme de standard dilué de 10 en 10 (6 à 6000 copies/20ul de solution). 
La quantité de copies d’ADN VIH-1 était exprimée par million de cellules.  

c. Séquençage à haut débit 4.5.4 de l ‘ADN VIH-1 

c.1. Préparation des amplicons 

A partir des ADN extraits, la région C2V3 du gène de la glycoprotéine d’enveloppe gp120 
était amplifiée par deux PCR successives et indépendantes (PCR1 et Nested PCR), réalisée 
sur thermocycleur Eppendorf. 

L’ADN extrait des cellules triées était amplifié par utilisation du kit Taq Platinium High 
Fidelity (Invitrogen), à partir de 20ul d’extrait. Le mix réactionnel et le programme du 
thermocycleur de la PCR1 sont décrits ci dessous (Tableau 3).  
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Tableau 3. Mélange réactionnel et paramètres du thermocycleur pour la réaction de PCR1. Volume 
du mix de réaction : 30 µl, volume d’extrait: 20 µl. 

Les amorces utilisées pour la PCR1 étaient: 
5'-CAGTACAATGTACACATGG-3' (amorce sens env-8) 
5'-ATGGGAGGGGCATAC-3' (amorce anti-sens env-31) 

Les produits de la PCR1 étaient utilisés purs pour amplification par Nested PCR (PCR 
nichée). Le mix réactionnel et le programme du thermocycleur de la PCR2 sont décrits ci 
dessous (Tableau 4).  

 

 

 

 

 

 

Tableau 4. Mélange réactionnel et paramètres du thermocycleur pour la réaction de Nested PCR. 
Volume de mix de réaction : 45 µl, volume de produit de PCR1: 5 µl. 

Les amorces utilisées pour cette Nested PCR étaient des amorces de la boucle C2V3 de la 
gp120 intégrant : un adaptateur A pour l’amorce sens et B pour l’amorce anti-sens, une clé de 
reconnaissance du 4.5.4 et un code d’identification des amplicons lors des analyses de « MID 
1 » à « MID 8 » (Figure 3, Tableau 5).   

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

Master Mix No ROX Eurogentec 6,25 0,5X 50°C 2 min
Master Mix Low ROX Eurogentec 6,25 0,5X 95°C 10 min

Sondes Alb 100pmole/µl 0,05 5 pmole 95°C 15 sec 45 cycles
A5 150pmole/µl 0,05 7,5 pmole 60°C 1 min
A3 150pmole/µl 0,05 7,5 pmole

Pré-Mix CI Simplexa (sonde CY5) 0.2 -
H2O qsp 20µl 7,15 -

ADN 5 -

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

dNTP 2 0,4 mmol/l 94°C 2 min
MgSO4 2 2 mmol/l 94°C 30 sec

Taq Platinium Pol 0,25 0,05 Ul/µl 50°C 30 sec
Tampon de réaction 5 1X 68°C 1 min

Amorce sens 1 0,2 µmol/l 68°C 5 min
Amorce anti-sens 1 0,2 µmol/l 4°C infini

H2O 18,75 -
ADN 20 -

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

dNTP 1 0,2 mmol/l 94°C 3 min
MgSO4 2 2 mmol/l 94°C 30 sec

Taq Platinium Pol 0,25 0,05 Ul/µl 50°C 30 sec
Tampon de réaction 5 1X 68°C 45 sec

Amorce sens 1 0,2 µmol/l 68°C 5 min
Amorce anti-sens 1 0,2 µmol/l 4°C infini

H2O 34,75 -
ADN 5 -

Température Temps
95°C 5 min
96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 4 min

40                   
cycles

40                    
cycles

28       
cycles
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finale Température Temps

Master Mix No ROX Eurogentec 6,25 0,5X 50°C 2 min
Master Mix Low ROX Eurogentec 6,25 0,5X 95°C 10 min

Sondes Alb 100pmole/µl 0,05 5 pmole 95°C 15 sec 45 cycles
A5 150pmole/µl 0,05 7,5 pmole 60°C 1 min
A3 150pmole/µl 0,05 7,5 pmole

Pré-Mix CI Simplexa (sonde CY5) 0.2 -
H2O qsp 20µl 7,15 -

ADN 5 -

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

dNTP 2 0,4 mmol/l 94°C 2 min
MgSO4 2 2 mmol/l 94°C 30 sec

Taq Platinium Pol 0,25 0,05 Ul/µl 50°C 30 sec
Tampon de réaction 5 1X 68°C 1 min

Amorce sens 1 0,2 µmol/l 68°C 5 min
Amorce anti-sens 1 0,2 µmol/l 4°C infini

H2O 18,75 -
ADN 20 -
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finale Température Temps

dNTP 1 0,2 mmol/l 94°C 3 min
MgSO4 2 2 mmol/l 94°C 30 sec

Taq Platinium Pol 0,25 0,05 Ul/µl 50°C 30 sec
Tampon de réaction 5 1X 68°C 45 sec

Amorce sens 1 0,2 µmol/l 68°C 5 min
Amorce anti-sens 1 0,2 µmol/l 4°C infini

H2O 34,75 -
ADN 5 -

Température Temps
95°C 5 min
96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 4 min

40                   
cycles

40                    
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28       
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Figure 3. Structure des amorces de Nested PCR. Les amorces sens et anti-sens sont attachées, dans 
l’ordre, à un code-barre « MID » pour taguer les amplicons, une clé de reconnaissance reconnue par le 
séquenceur 4.5.4, et un adaptateur A ou B pour assurer la fixation ultérieure sur les billes de 
pyroséquençage.  

Les séquences des amorces utilisées pour la PCR2: 
5'-AATGGCAGTCTAGCAGAAG-3' (amorce sens env-7)  
5'-ATGGGAGGGGCATACATTG-3' (amorce anti-sens ed-33) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5. Séquences sens et anti-sens des adaptateurs, clés, MID et amorces utilisés pour la Nested 
PCR 

L’amplification était contrôlée par vérification de la taille des amplicons en utilisant la Tape 
Station 2200 (Agilent) et le kit D1000 ou D5000, selon les recommandations du fournisseur 
(Figure 4).  

vv	

vv	
Amorce	sens	

Amorce	an0-sens	

Clé	de		
reconnaissance		

Clé	de		
reconnaissance		

Adaptateur	
	B	

Adaptateur	
	A	

NOM ADAPTATEUR CLE MID AMORCE
PATIENT	1 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA TCAG ACGAGTGCGT AATGGCAGTCTAGCAGAAG
PATIENT	1 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC TCAG ACGAGTGCGT TTACAGTAGAAAAATTCCCCTCC
PATIENT	2 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA TCAG ACGCTCGACA AATGGCAGTCTAGCAGAAG
PATIENT	2 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC TCAG ACGCTCGACA TTACAGTAGAAAAATTCCCCTCC
PATIENT	3 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA TCAG AGACGCACTC AATGGCAGTCTAGCAGAAG
PATIENT	3 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC TCAG AGACGCACTC TTACAGTAGAAAAATTCCCCTCC
PATIENT	4 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA TCAG AGCACTGTAG AATGGCAGTCTAGCAGAAG
PATIENT	4 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC TCAG AGCACTGTAG TTACAGTAGAAAAATTCCCCTCC
PATIENT	5 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA TCAG ATCAGACACG AATGGCAGTCTAGCAGAAG
PATIENT	5 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC TCAG ATCAGACACG TTACAGTAGAAAAATTCCCCTCC
PATIENT	6 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA TCAG ATATCGCGAG AATGGCAGTCTAGCAGAAG
PATIENT	6 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC TCAG ATATCGCGAG TTACAGTAGAAAAATTCCCCTCC
PATIENT	7 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA TCAG CGTGTCTCTA AATGGCAGTCTAGCAGAAG
PATIENT	7 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC TCAG CGTGTCTCTA TTACAGTAGAAAAATTCCCCTCC
PATIENT	8 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA TCAG CTCGCGTGTC AATGGCAGTCTAGCAGAAG
PATIENT	8 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC TCAG CTCGCGTGTC TTACAGTAGAAAAATTCCCCTCC



	 	 	 	 	106	

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Visualisation des gels de validation de la taille des amplicons.  

La taille des amplicons a été vérifiée par migration de gel en utilisant la Tape Station 
(Agilent) et le kit D1000 ou D5000. La taille attendue est 444pb (région C2V3= 374pb, 
adaptateur+ clé+ MID= 70pb).   

   c.2. Séquençage par la technique SANGER 

Un premier séquençage était réalisé par la technique classique de Sanger. L’ADN amplifié 
était purifié par digestion des petits fragments de moins de 50pb par l’enzyme ExoSap de la 
trousse PCR Cleanup (Abbott®), selon le protocole du fournisseur (15 minutes à 37°C suivi 
par 15 minutes à 80°C). La réaction de séquence était réalisée en utilisant la trousse BigDye 
Terminator v.1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystem) suivant le protocole du fabriquant et 
le programme suivant (Tableau 6) : 

 

Tableau 6. Paramètres du thermocycleur pour la réaction de 
séquences 

 

Les produits de la réaction de séquence étaient purifiés sur des colonnes Sephadex (GE 
Healthcare) par exclusion des petits fragments  d’ADN puis séquencés sur le séquenceur 3130 
XL Genetic Analyzer (applied Biosystems). 

L’analyse des séquences était réalisée sur la plateforme en ligne Smartgene. L’alignement des 
séquences a été réalisé grâce au logiciel Clustal W2, puis des arbres phylogénétiques ont été 

+	 +	 +	-	 -	 -	-	 -	 -	-	 -	 -	 -	 +	 -	

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

Master Mix No ROX Eurogentec 6,25 0,5X 50°C 2 min
Master Mix Low ROX Eurogentec 6,25 0,5X 95°C 10 min

Sondes Alb 100pmole/µl 0,05 5 pmole 95°C 15 sec 45 cycles
A5 150pmole/µl 0,05 7,5 pmole 60°C 1 min
A3 150pmole/µl 0,05 7,5 pmole

Pré-Mix CI Simplexa (sonde CY5) 0.2 -
H2O qsp 20µl 7,15 -

ADN 5 -

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

dNTP 2 0,4 mmol/l 94°C 2 min
MgSO4 2 0,4 mmol/l 94°C 30 sec

Taq Platinium Pol 0,25 0,05 Ul/µl 50°C 30 sec
Tampon de réaction 5 1X 68°C 1 min

Amorce sens 1 0,2 µmol/l 68°C 5 min
Amorce anti-sens 1 0,2 µmol/l 4°C infini

H2O 18,75 -
ADN 20 -

Réactif Volume utilisé 
(µl)

Concentration 
finale Température Temps

dNTP 1 0,2 mmol/l 94°C 3 min
MgSO4 2 0,4 mmol/l 94°C 30 sec

Taq Platinium Pol 0,25 0,05 Ul/µl 50°C 30 sec
Tampon de réaction 5 1X 68°C 45 sec

Amorce sens 1 0,2 µmol/l 68°C 5 min
Amorce anti-sens 1 0,2 µmol/l 4°C infini

H2O 34,75 -
ADN 5 -

Température Temps
96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 4 min

40                   
cycles

40                    
cycles

28       
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réalisés selon la méthode du « Neighbor Joining » grâce au logiciel Mega v7 afin d’éliminer 
toute contamination entre les séquences des différents échantillons.  

c.3. Séquençage à haut débit 4.5.4 

Pour cette étude, le séquenceur utilisé était le 4.5.4 GS Junior (Roche) avec technologie de 
pyroséquençage sur micropuce. La trousse GS Junior emPCR Kit Lib-A (Roche) était utilisée 
en suivant le protocole du fournisseur. Les étapes du séquençage sont les suivantes (Figure 5): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Etapes de la PCR en émulsion en vue du pyroséquençage. Après adjonction des MID sur les 
brins d’ADN, chaque brin d’ADN vient se fixer à une microbille. Puis une émulsion est réalisée afin 
de créer un microenvironnement lipidique  autour de chacune des microbilles, supplémenté de 
nucléotides, d’enzymes et de tous les tampons nécessaires à une réaction de PCR. Cette amplification 
par PCR est réalisée par la suite en émulsion pour former des microbilles hérissées, couvertes de brins 
d’ADN identiques au brin initialement fixé lors de la réalisation de la librairie. Ces microbilles 
hérissées vont être déposées dans les puits de la PicoTiterPlate à raison d’une seule microbille par 
puits, en vue du pyroséquençage. 
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- Constitution d’une « librairie » à partir des différents amplicons pourvus de code barre 
« MID » (de MID-1 à MID-8), de la clé de reconnaissance et de l’adaptateur A ou B, 
préparés préalablement. Cette librairie est constituée d’amplicon de 8 échantillons 
différents (de MID-1 à MID-8) et la quantité d’ADN y est ajustée de sorte à ce que 
les 8 échantillons soient présents en proportions égales. 

- Réalisation d’une émulsion à partir de microbilles, dont chacune est couplée à un seul 
et unique brin d’ADN. L’émulsion consiste à créer un microenvironnement lipidique 
autour de chacune des microbilles, supplémenté de nucléotides, d’enzymes et de tous 
les tampons nécessaires à une réaction de PCR. Cette amplification clonale par PCR 
est réalisée par la suite en émulsion pour former des microbilles hérissées, couvertes de 
brins d’ADN identiques au brin initialement fixé lors de la réalisation de la librairie.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6. Etapes du pyroséquençage. A- Le séquenceur incorpore les différents nucléotides un 
par un dans tout les puits de la PicoTiterPlate. La caméra du séquenceur détecte en suite la 
fluorescence émise lors de l’intégration des nucléotides. B- Les fluorescences sont représentées 
en différentes couleurs pour chaque type de nucléotides. La succession d’un même nucléotide à 
la fois émet un signal fluorescent d’intensité supérieure  à celui engendré par un seul 
nucléotide : a- succession de quatre bases « guanine », b- succession de deux bases « thymine ». 
 

• Polymerase ajoute 1 nucleotide (dNTP) 
• Pyrophosphate est relargué (PPi) 
• Sulfurylase crée ATP à partir PPi 
• Luciferase hydrolyse l’ATP et utilise la lucéférine pour émettre de la lumière. 

• 4 nucleotides (TACG) sont incorporés 
par flux pendant 200 cycles 

• Un nucléotide complémentaire au brin 
matrice va s’incorporer et générer un 
signal lumineux. 

 

• Le signal lumineux est enregistré par la 
caméra CCD. 

 

• L’intensité du signal est proportionnelle 
au nombre de nucléotides incorporés. 
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Flowgram 
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- Un enrichissement et purification en billes hérissées d’ADN sont réalisés par sélection 
positive grâce à des lavages de billes magnétiques.  

- Dépôt des billes de captures hérissées avec les fragments d’ADN sur la plaque de 
séquençage qui est une micropuce PicoTiterPlate, à raison d’une seule bille par puits. 

- Le pyroséquençage est réalisé sur le séquenceur 4.5.4 GS Junior (Roche) en mode 
« Full Processing Amplicon », séquençage bidirectionnel en 200 cycles (Figure 6). 

c.4. Analyses bioinformatiques des séquences et construction des arbres 
phylogénétiques 

La première partie de l’analyse bioinformatique est réalisée en utilisant la plateforme en ligne 
« Galaxy » (https://usegalaxy.org). Grace à cette plateforme, les séquences nucléotidiques 
brutes qui sont lues par le séquenceur sont combinées dans un premier temps, puis, un score 
de qualité de lecture est attribué pour chaque nucléotide identifié par le séquenceur. Les 
valeurs du score de qualité sont généralement comprises entre 0 et 35-40, 40 étant le niveau 
de qualité le plus haut pouvant être atteint. Ensuite, chaque séquence lue par le séquenceur est 
démultipléxée grâce au MID qui lui a été attribué auparavant, de sorte à différencier les 
individus et rassembler toutes les séquences d’un même individu dans un même fichier, cette 
étape est appelée « Démultiplexage par MID ». Vient ensuite l’étape de « Nettoyage des 
séquences». Cette étape permet d’éliminer les séquences de mauvaise qualité ou de qualité 
insuffisante par application d’un programme préétablit organisé en deux filtres. Le premier 
filtre permet, par « Floating Window » (fenêtre flottante), d’analyser la qualité des séquences, 
nucléotide par nucléotide de 3’ à 5’, et d’éliminer les séquences dont le score de qualité est 
inférieur à 30/40 (Figure 7). Le second filtre de qualité combine les scores attribués aux 
nucléotides de chaque séquence, puis élimine les séquences dont la moyenne de score de 
qualité des nucléotides est inférieure à 25.   

Après ces étapes de nettoyage réalisées sur la plateforme en ligne « Galaxy », les séquences de 
bonne qualité ou de qualité suffisante sont analysées par le logiciel « Qure » afin de constituer 
les haplotypes puis reconstituer les variants viraux. Un haplotype est une séquence qui englobe 
un certain nombre de variants génétiquement très proches les uns des autres. Un haplotype est 
validé et considéré « réel » lorsque le logiciel « Qure » estime que les différences détectées 
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entre les séquences des variants viraux ne sont pas aberrantes au point d’être attribuées à une 
erreur du séquenceur. Les taux d’erreurs tolérées par le logiciel « Qure » étaient de 1% dans les 
régions homopolymériques et de 0.5% dans les régions hétéropolymériques, et le nombre 
d’interactions était définit à 3000.  

Figure 7. Visualisation graphique des scores de qualité moyens par nucléotide avant (a) et près (b) 
application des filtres de qualité. En abscisse: position des nucléotides dans la séquence. En ordonnée: 
score de qualité de 0 à 40 (de 0 à 20, en rouge : séquences éliminées car la qualité est trop basse; de 20 
à 30, en orange : qualité moyenne et de 30 à 40, en vert : bonne qualité).Captures d’écran : plateforme 
Galaxy. 

L’alignement des haplotypes obtenus était réalisé sur le logicien « Clustal W2 » supplémenté 
d’un contrôle visuel et des corrections manuelles si nécessaire (Figure 8). La séquence de 
référence utilisée lors de l’alignement des séquences était celle de la souche HXB2 (GenBank : 
AF033819). L’arbre de chaque patient a été construit par utilisation de la méthode 
« Neighbor Joining » du logiciel « Mega v7 ». Cette méthode se base sur le modèle Tamura 
Nei supplémenté de test statistique (FST, Slatkin Maddison) validant la robustesse de chaque 
branche de l’Arbre.  
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• Nettoyage des données, par élimination des séquences de mauvaise qualité, par utilisation 
de la plateforme en ligne Galaxy. Un premier filtre permettait d’analyser la qualité des 
nucléotides identifiés de 3’ vers 5’, par fenêtres « flottantes », et d’éliminer chaque séquence 
présentant un nucléotide de la fenêtre de lecture avec un score de qualité inférieur à 30/40 ; 
la limite de ce filtre était la méconnaissance de séquences avec des nucléotides présentant 
des scores de qualité bas en début de séquence (5’). Un second filtre permettait d’éliminer 
toutes les séquences dont la moyenne des scores de qualité attribués à ses nucléotides était 
inférieure à 25 (Figure 14). 

 

• Reconstruction des variants viraux et constitution d’haplotypes par analyse des séquences 
issues du pyroséquençage, après nettoyage, par le logiciel QuRe (81). Un haplotype est une 
séquence consensus représentant un certain nombre de variants séquencés très proches les 
uns des autres sur le plan génétique ; QuRe considère l’existence « réelle » d’un haplotype 
dès lors que la différence entre les séquences des variants viraux qui le composent est 
suffisamment grande pour ne pas être attribuée à de possibles erreurs de séquençage. Les 
deux variables implémentées dans le logiciel sont les taux d’erreur de lecture dans les 
régions homo- et hétéropolymériques des séquences : les taux d’erreurs choisis étaient 1% 
dans les régions homopolymériques et 0,5% dans les régions hétéropolymériques. Le 
nombre d’itérations choisi était de 3000 et la séquence de référence pour l’alignement était 
celle de la souche HXB2 (GenBank : AF033819). 

4.7. Construction des arbres phylogénétiques 

Les haplotypes obtenus étaient alignés par le logiciel Clustal W2, et cet alignement était contrôlé 
visuellement et pouvait être corrigé manuellement (Figure 15). Seuls les haplotypes intégrant plus 
de 2% des variants viraux étaient conservés. 

!

Figure 14. Visualisation graphique des scores de qualité moyens par nucléotide. A. Avant application des filtres 
de qualité. B. Après application des filtres de qualité. En abscisse : position du nucléotide dans la séquence (de 1 à 
environ 390 pb). En ordonnée : score de qualité de 0 à 40 (de 0 à 20, en rouge : qualité trop basse conduisant à 
l’élimination de la séquence ; de 20 à 28, en orange : qualité moyenne ; de 28 à 40, en vert : bonne qualité). 
Captures d’écran : plateforme Galaxy. 
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Figure 8. Visualisation d’alignement de séquences issues du pyroséquenc ̧age. Exemple d’une partie des 
séquences alignées les unes par rapport aux autres par comparaison des acides nucléiques séquencés à 
chaque position dans le gène amplifié. Captures d’écran : logiciel Clustal W. 

III- Analyse des profils transcriptionnels  

a. Analyse des gènes codants sur puce à ADN 

Nous avons utilisé le sang périphérique de sujets sains récolté à l’EFS, sous forme de tubes de 
sang EDTA (n=3, 6 tubes en moyenne par sujet, ~24ml de sang total/sujet). Les PBMCs du 
sang périphérique de ces sujets ont été fraichement isolées du sang total par gradient de 
séparation Ficoll avant d’être utilisées. 

En vue d’une analyse sur puces à ADN, les cellules CD3+ CD4+ préalablement isolées par 
billes magnétiques (détaillé dans la partie « Quantification du réservoir »), ont été marquées au 
CFSE (Carboxyfluorescein diacetate Succinimidyl Ester) 15 min à 37°C, puis activées à l’aide 
d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 dans du milieu de culture (RPMI 10% SVF), pendant 
quatre jours à 37°C sur une plaque de 24 puits. 

Après incubation, les cellules ont été lavée puis re-suspendues dans du PBS 1X 2% SVF et 
triées dans le but d’obtenir trois sous-populations basées sur leur degrés de division in vitro: 
Division 1, D1 « low », D2 « medium », D3 « high », grâce à un trieur MoFlo Legacy 

b	

a	
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(Beckman Coulter, Plateforme IMRB). Les cellules triées ont été récupérées dans du PBS 
RNase free.  

L’extraction d’ARN a été réalisée juste après le tri sur colonnes Qiagen (kit RNeasy Micro, 
Qiagen) suivant les recommandations du fournisseur, et quantifiés par méthode 
spectrophotométrique (NanoDrop™ 8000, Fisher Scientific, Illkirch Cedex, France). Leur 
qualité a été vérifiée par méthode fluorométrique (BioAnalyzer 2100™, Agilent Technologies, 
Massy Cedex, France). Les ARN complémentaires (ARNc) ont été synthétisés à partir 
d’ADN complémentaire simple puis double brin, et marqués à la biotine avec le kit Illumina® 
TotalPrep™ RNA Amplification, (Ambion®, Invitrogen) et ensuite purifiés sur colonnes 
Qiagen (kit RNeasy Mini). Les ARNc marqués ont été hybridés sur les puces à ADN HT12 
V4 d’Illumina®. Toutes les étapes d’expérimentation ont été réalisées en suivant les protocoles 
des fabricants. Les voies canoniques et les fonctions biologiques associées aux gènes des 
différentes listes d’expression différentielle (D1 « low », D2 « medium », D3 « high ») ont été 
identifiées à l’aide du logiciel IPA® (Ingenuity Pathway Analysis, Qiagen).  

b. Analyse des gènes codants par RNA-seq 

Nous avons utilisé le sang périphérique de sujets sains (donneurs volontaires, n=8) récolté à 
l’EFS, sous forme de cônes de cytaphérèse (sang concentré en cellules mononuclées, ~10ml de 
sang total/sujet). Les PBMCs du sang périphérique  de ces sujets ont été fraichement isolées 
du sang total par gradient de séparation Ficoll avant d’être utilisées. Les marquages intra et 
extracellulaires ont été réalisés en suivant le protocole ci-dessous (mix d’anticorps détaillés 
dans la partie « Quantification du réservoir »). Les étapes d’optimisations de ce protocole sont 
détaillées dans la partie Annexe 4. 

  b.1. Protocole optimisé pour le tri cellulaire 

  Matériels 

• Préparer le milieu de marquage composé de PBS 1X supplémenté de 2% de SVF. 
• Préparer le milieu de lavage composé de PBS 1X contenant 2% de Tryptone et 0.1% de 

DEPC. Après le mélange des différant composants de ce milieu, ce dernier doit être 
mit en agitation pendant minimum 12h à l’abri de la lumière, puis conservé à 4°C 
avant utilisation. Ce milieu peut être conservé une semaine à 4°C.  
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• Préparer de l’éthanol à 70% et le conserver à basse température (-20°C).  

Remarque : Toutes les étapes de ce protocole doivent être réalisées à 4°C (tubes dans la glace), 
la centrifugeuse doit préalablement être réglée à 4°C et tous les milieux doivent également être 
utilisés et conservés à 4°C.  

  Méthodes 
Etapes du marquage extracellulaire  

• Transférer les cellules (2.106 de cellules) dans un tube FACS. 
• Laver une fois en ajoutant 3ml de milieu de marquage. 
• Resuspendre délicatement le culot de cellules à l’aide d’une pipette, dans 20ul de milieu 

de marquage contenant le mixe d’anticorps extracellulaires.  
• Incuber 30min à 4°C à l’abri de la lumière. 
• Laver une fois dans 4ml de milieu de lavage. 
• Procéder immédiatement à l’étape de fixation. 

Etapes de la fixation et du marquage intracellulaire  

• Après le lavage, resuspendre le culot de cellules dans 2ml d’éthanol 70% à -20°C. 
• Vortexer 10 sec puis incuber 20min à -20°C à l’abri de la lumière. 
• Laver trois fois (X3) les cellules dans du milieu de lavage. 
• Resuspendre délicatement le culot cellulaire dans 150ul de milieu de lavage. 
• Ajouter 20ul de « RNase inhibitor » et 10ul de sérum de rat (eBioscience). 
• Resuspendre délicatement à l’aide d’une pipette puis incuber 10 min à 4°C à l’abri de la 

lumière. 
•   Ajouter 20ul du mixe d’anticorps intracellulaires préparés dans du milieu de lavage (en 

adaptant les concentrations finales des anticorps). 
• Incuber 20min à 4°C à l’abri de la lumière. 
• Laver deux fois (X2) dans du milieu de lavage. 
• Resuspendre les cellules dans 500ul de milieu de lavage et procéder immédiatement au 

tri cellulaire/extraction d’ARN.  
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Conditions du tri cellulaire et extraction de l’ARN 

Le tri des cellules doit être réalisé immédiatement après le marquage et les cellules triées 
doivent être récupérées dans des tubes FACS à 4°C (rack du trieur doit également être à 4°C) 
contenant 1ml de milieu de lavage. Les tris cellulaires ont été réalisés avec l’appareil « inFlux 
v7 Sorter » du fournisseur BD. A la fin des tris, la pureté cellulaire était systématiquement 
vérifiée pour les trois populations. Les valeurs de pureté étaient généralement comprises entre 
93% et 98%. Comme mentionné auparavant (partie « Quantification du réservoir »), les 
cellules ont été triées selon leur expression des marqueurs CD45RO et SAMHD1 en trois 
sous populations cellulaires : 1- Naïves CD45RO- SAMHD1+, 2- Mémoires CD45RO+ 
SAMHD1+ et 3- Mémoires CD45RO+ SAMHD1low (voir partie « Quantification du 
réservoir »). 

A la fin du tri, un lavage au PBS 1X à 4°C est réalisé puis le culot cellulaire est resuspendu à 
l’aide d’un pipette dans du tampon de lyse de type RLT (Qiagen, Courtabœuf Cedex, France) 
avec bêta-mercaptoéthanol (1/100). A cette étape, il est possible de conserver les lysats de 
cellules à -80°C ou procéder directement à l’extraction.  

  b.2. Analyse des gènes codants (Next Generation Sequencing, plateforme NGS) 

Les ARN ont été purifiés grâce au kit « RNeasy Micro kit» de Qiagen. Les ARN ont été par 
la suite dosés par Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit et contrôlés pour leur qualité sur le 
Bioanalyzer (Agilent). Les valeurs des RINs étaient comprises entre 3.7 et 5.8 (Figure 9).  

 

 

Figure 9. Exemples représentatifs de profils de 
qualité d’ARNs utilisés dans l’analyse des 
gènes codants. 
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Les librairies ont été préparées avec le kit TruSeq® Stranded mRNA kit (Illumina). Les 
librairies ont été dosées par PicoGreen dsDNA quantitation assay et contrôlées sur le 
Bioanalyzer. La clusterisation  puis le séquençage ont été réalisés sur la CBot et le HiSeq 2500 
V4 sequencing system, respectivement. La qualité du séquençage a été réalisée sur Sequence 
Analysis Viewer (SAV) et FastQC. Le Phred quality score de 30 a été retenu pour exclure les 
bases de faibles qualités. Les séquences ainsi filtrées ont été alignées au génome Humain de 
référence hg19 en utilisant le logiciel STAR 2.53a. Les transcrits ont été quantifiés grâce à 
l’application Partek E/M avant d’être normalisés avec la méthode Trimmed Mean of M-
values (TMM). L’analyse différentielle a été réalisée avec la méthode gene-specific analysis 
(GSA) de Partek genomics suite software (Partek Inc., St. Louis, MO, USA). Les transcrits 
ayant une valeur P≤0,05 et un fold change ≥1.5 ont été considérés comme différentiellement 
exprimés. Les voies canoniques et les fonctions biologiques associées aux gènes des différentes 
listes d’expression différentielle (Mémoires SAMHD1+ vs Mémoires SAMHD1low) ont été 
identifiées à l’aide du logiciel IPA® (Ingenuity Pathway Analysis, Qiagen).  
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Résultats 

Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low sont des cellules activées. 

Nous avons tout d’abord caractérisé les lymphocytes T CD4+ SAMHD1+ et SAMHD1low par 
cytometrie en flux dans le but de déterminer le caractère d’activation, d’épuisement et de 
sénescence  en évaluant l’expression des marqueurs CD25, PD-1 CD95, 2B4, CD57, CD27, 
CD28 et CD127 en ex vivo chez des individus non-infectés (VIH-1-), infectés et traités 
(VIH-1+ c-ART+) et infectés non-traités (VIH-1+ c-ART-).  

Les résultats illustrés dans la figure 1 montrent tout d’abord la stratégie de gating que nous 
avons utilisée (exemples représentatifs de sujet VIH-1- et de patients VIH-1+ c-ART+ et 
VIH-1+ c-ART-, Figure. 1a). Nous avons sélectionné, au sein des PBMCs, les lymphocytes 
T CD3+ CD4+ vivants (Vivid-) puis, en nous basant sur l’expression des marqueurs CD45RO 
et SAMHD1, nous avons ciblé les cellules T CD4+ mémoires (CD45RO+) SAMHD1+ et 
mémoires (CD45RO+) SAMHD1low. 

Nous avons déterminé le caractère activé/épuisé et sénescent des cellules SAMHD1low et 
SAMHD1+ dans le compartiment CD45RO+. Nous avons observé une proportions 
significativement plus élevée de cellules CD25+, PD-1+ et CD95+ dans le compartiment 
SAMHD1low versus SAMHD1+ (p<0.0001, p<0.01, p<0.0001 respectivement, Figure. 1b), 
tandis qu’aucune différence significative n’a été observée dans l’expression de 2B4 entre ces 
deux compartiments. De plus, aucunes différences dans les proportions de cellules CD57+ et 
CD27-CD28- n’ont été notées entre ces deux compartiments. Néanmoins, nous avons noté 
que l’expression de CD57 et 2B4 chez les individus VIH-1- est similaire dans les 
compartiments SAMHD1low et SAMHD1+. En revanche, ces expressions ont été retrouvées 
significativement plus élevées dans le compartiment SAMHD1+ par rapport à SAMHD1low 
(p<0.01) chez les patients VIH-1+.  

Nos résultats ont révélé des expressions significativement plus faibles de CD127 dans le 
compartiment SAMHD1low par rapport à SAMHD1+ (p<0,0001, Figure. 1d), confirmant le 
phénotype effecteur et « mémoire activé » des cellules CD45RO+ CD25+ SAMHD1low. 
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En somme, l’ensemble de ces résultats montre que les cellules mémoires SAMHD1low sont 
des cellules activées n’exprimant pas de marqueurs de sénescence.  

 

  

Figure 1. Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low sont des cellules activées. Les PBMCs de 
sujets sains (VIH-1-, n=6), de sujets infectés et traités (VIH-1+ c-ART+, n=23) et non traités (VIH-
1+ c-ART-, n=6) ont été marquées avec des anticorps monoclonaux anti-CD3, -CD4, - CD8, -
CD45RO, -SAMHD1, - CD95, -PD-1, -CD57, -2B4, -CD25, -CD127, -CD27 et -CD28. Un 
marquage Vivid a été rajouté pour éliminer les cellules mortes. (a) Stratégie de gating utilisée pour 
isoler les lymphocytes T CD4+ mémoire (CD45RO+) SAMHD1+ et SAMHD1low dans les trois 
groupes de patients. (b) Proportions de cellules PD1+, 2B4+, CD57+, CD95+, CD127+ et CD25+ dans 
les lymphocytes T CD4+ mémoires (CD45RO+) SAMHD1+ et SAMHD1low dans les trois groupes de 
patients.  
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Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low sont significativement diminués dans le 
sang périphérique et le tractus gastro-intestinal de patients infectés par le VIH-1. 

Nous avons tout d’abord déterminé la fréquence des lymphocytes T CD4+ CD45RO+ 
mémoires SAMHD1low (gating stratégie, Figure. 2a) dans les lymphocytes T CD3+ CD4+ 
vivants totaux du sang périphériques de patients VIH-1+ c-ART+ (n=17) que nous avons 
ensuite comparés à la fréquence retrouvée chez les sujets non infectés (n=13). Nous avons 
observé une diminution significative des proportions de  lymphocytes T CD4+ CD45RO+ 

mémoires SAMHD1low chez les patients VIH-1+ c-ART+ comparés aux sujets non infectés 
(2.97% [1.27-9.75] vs 6.79% [1.83-12.5] respectivement, P<0.001) (Figure. 2b). De plus, 
nous avons déterminé les proportions de ces cellules dans les PBMCs et les biopsies de 
muqueuse intestinale, récoltés à partir de 6 individus infectés et 6 individus non-infectés. La 
figure 2c représente la stratégie de gating que nous avons utilisés pour cibler les cellules 
CD45RO+ mémoires SAMHD1low dans le sang périphérique et les biopsies rectales de 
patients VIH-1+ (Figure. 2c). Nous révélons que les lymphocytes T CD4+ mémoires 
SAMHD1low sont également présents dans le tractus gastro-intestinal de sujets non-infectés 
et infectés par le VIH-1 (23.58% [11.1-42.5] et 7.78% [6.12-11.7] respectivement). Nous 
avons observé que de la même manière qu’en périphérie, les cellules mémoires SAMHD1low 
sont significativement déplétées au cours de l’infection par le VIH-1 de manière générale 
(p<0.001) et dans le tractus intestinal (p<0.01). De manière importante, nous avons observé 
que ces cellules étaient présentes en plus grandes proportions dans le tractus gastro-intestinal 
que dans le sang périphérique de patients infectés par le VIH-1 (p<0.001, Figure.2d).  
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Figure 2. Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low sont significativement diminuées dans le 
sang périphérique et le tractus gastro-intestinal de patients infectés et traités et sont présentes en plus 
grandes proportions dans le tractus gastro-intestinal. Les PBMCs de sujets sains (VIH-1-, n=13) et 
de sujets infectés et traités (VIH-1+ c-ART+, n=17) ont été marquées avec des anticorps monoclonaux 
anti-CD3, -CD4, -CD45RO, et -SAMHD1.  Les PBMCs les lymphocytes de la lamina propria 
isolés à partir de biopsies rectales de sujets infectés et traités (VIH-1+ c-ART+, n=1), infectés et non 
traités (VIH-1+ c-ART-, n=3) et de sujets en échec thérapeutique (VIH-1+ E.Th, n=2) ont été 
marqués avec des anticorps monoclonaux anti-CD3, -CD4, -CD45RO, et -SAMHD1. En contrôle, 
les PBMCs de sujets sains (VIH-1-, n=6) et les lymphocytes de la lamina propria isolés de biopsies 
excisionnelles de colons de sujets VIH-1- ont été utilisées. Un marquage Vivid a été rajouté pour 
éliminer les cellules mortes. (a) Stratégie de gating utilisée pour isoler les lymphocytes T CD4+ naïves 
SAMHD1+ (CD45RO- SAMHD1+), mémoire SAMHD1+ (CD45RO+ SAMHD1+) et mémoires 
SAMHD1low (CD45RO+ SAMHD1low). (b) Proportions de cellules T CD4+ mémoire (CD45RO+) 
SAMHD1low chez les sujets sains et les sujets VIH-1+ c-ART+.  (c) Stratégie de gating utilisée pour 
isoler les lymphocytes T CD4+ naïves SAMHD1+ (CD45RO- SAMHD1+), mémoire SAMHD1+ 
(CD45RO+ SAMHD1+) et mémoires SAMHD1low (CD45RO+ SAMHD1low). (d) Proportions de 
cellules T CD4+ mémoire (CD45RO+) SAMHD1low dans le sang total et le tractus digestif de sujets 
VIH-1- et de sujets VIH-1+ c-ART+. Les résultats représentent les Médianes avec interquartile. 
*p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001, t-test, one-way et 2-way ANNOVA suivis du test  Bonferroni ont 
étés réalisés.  

HIV- c-ART+ HIV-1+ 
0

5

10

15

%
am

on
g 

m
em

or
y 

C
D

4+ c
el

ls ** HIV-
c-ART+ HIV-1+ 

(b)

(c)

(a)

Vivid

CD
3

CD4

CD
3

CD45RO

SA
M

HD
156.9% 51.7% Naive SAMHD1+

51.6%
Memory SAMHD1+

 27.3%

Memory SAMHD1low

 3.5%

SAMHD1low cells

(a)

0

10

20

30

40

50

%
 S

A
M

H
D

1lo
w

 c
el

ls

HIV+ cART-

HIV+ cART+
HIV+ E.Th

HIV-

NS

***

PBMC
RB

***

HIV-1- HIV-1+ c-ART+

RB PBMCs RB PBMCs

(b)

(a)

0

10

20

30

40

50

%
 S

A
M

H
D

1lo
w

 c
el

ls

HIV+ cART-

HIV+ cART+
HIV+ E.Th

HIV-

NS

***

PBMC
RB

***

HIV-1- HIV-1+ c-ART+

RB PBMCs RB PBMCs

(b)

(a)

0

10

20

30

40

50

%
 S

A
M

H
D

1lo
w

 c
el

ls

HIV+ cART-

HIV+ cART+
HIV+ E.Th

HIV-

NS

***

PBMC
RB

***

HIV-1- HIV-1+ c-ART+

RB PBMCs RB PBMCs

(b)

(d)



	 	 	 	 	123	

Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low sont enrichies en cellules CCR6+ polarisées 
Th17. 

Nous avons précédemment démontré que les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low 
du sang périphérique étaient enrichis en cellules CCR6+CXCR3-CCR4+ Th17 (Ruffin, 
Brezar et al. 2015). Nous avons voulu déterminer si les cellules SAMHD1low pouvaient aussi 
inclure les populations cellulaires CCR6+ nouvellement décrites co-exprimant ou non les deux 
récepteurs des chimiokines CXCR3 et CCR4. Ces deux populations sont désignées comme 
doubles négatives (CCR6+DN; CXCR3-CCR4-) et doubles positives (CCR6+DP; 
CXCR3+CCR4+) (Wacleche, Goulet et al. 2016). Les cellules CCR6+DN ont été décrites 
comme étant capables de produire de l'IL-17A à des niveaux similaires à ceux produits par les 
cellules Th17, tandis que les cellules CCR6+DP produisent de faibles niveaux d'IL-17A. Les 
cellules CCR6+ DN contiennent du VIH-1 compétent pour la réplication et leur profil 
transcriptionnel a révélé qu’elles exprimaient des marqueurs de développement précoce de 
Th17 (IL-17F, STAT3), de migration vers les ganglions lymphatiques (CCR7, CD62L) et 
de Tfh  (CXCR5, MYC, TERC) (Wacleche, Goulet et al. 2016).  

Nous avons tout d’abord déterminé les proportions des lymphocytes T CD4+ CD45RO+ 
SAMHD1low dans les quatre sous-populations Th17 (CCR6+ CXCR3- CCR4+), Th1Th17 
(CCR6+ CXCR3+ CCR4-), CCR6+DN (CCR6+ CXCR3- CCR4-) et CCR6+DP (CCR6+ 
CXCR3+ CCR4+) en utilisant la stratégie de gating illustrée dans la figure. 3a. Nous avons 
constaté que les cellules mémoires SAMHD1low sont présentes dans les quatre compartiments 
de cellules CCR6+ polarisées Th17, et observé des diminutions significatives des proportions 
cellulaires SAMHD1low dans les compartiments Th17, CCR6+DN et CCR6+ DP chez les 
patients VIH-1+ c-ART+ comparé aux sujets non infectés (5.07% vs 15.3%; P<0.001, 0.84% 
vs 1.93%; P<0.05 et 5.12% vs 8.82%; P<0.5, respectivement) (Figure. 3b), alors que celles-ci 
étaient similaires dans le compartiment Th1Th17 entre les deux groupes de patients (1.68% 
vs 3.63%, p>0,05).  
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Figure 3. Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low sont enrichies en cellules CCR6+ 
polarisées Th17. Les PBMCs de sujets sains (VIH-1-, n=13) et de sujets infectés et traités (VIH-1+ 
c-ART+, n=17) ont été marquées avec des anticorps monoclonaux anti-CD3, -CD4, -CD45RO, -
CXCR3, -CCR4, -CCR6 et -SAMHD1. Un marquage Vivid a été rajouté pour éliminer les cellules 
mortes. (a) Stratégie de gating utilisée pour isoler les lymphocytes T CD4+ mémoire (CD45RO+) 
SAMHD1+ et SAMHD1low dans les sous-populations cellulaires mémoires CCR6+ Th17 (Th17, 
CD45RO+CXCR3-CCR4+CCR6+), Th1/Th17 (CD45RO+CXCR3+CCR4-CCR6+), CCR6+ double 
positive DP (CCR6+CXCR3+CCR4+) et CCR6+ double negative DN (CCR6+CXCR3-CCR4-). (b) 
Proportions de cellules T CD4+ mémoire (CD45RO+) SAMHD1low dans les CCR6+ Th17, Th1/17, 
R6+ (CCR6+) DN, R6+DN chez les sujets sains et les sujets VIH-1+ c-ART+. Les résultats 
représentent les Médianes avec interquartile. *p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001, t-test, one-way et 2-way 
ANNOVA suivis du test  Bonferroni ont étés réalisés. 

Nous avons ensuite déterminé et comparé les proportions de ces quatre sous-populations 
cellulaires CCR6+ polarisées Th17 dans les compartiments SAMHD1+ et SAMHD1low chez 
les sujets VIH-1- et VIH-1+ c-ART+. Nous avons noté un enrichissement significatif du 
compartiment CCR6+ SAMHD1low en cellules Th17 comparé aux Th1Th17, CCR6+NP et 
CCR6+DN chez les patients VIH-1+ c-ART+ (41% [17.5-62.5] vs 15.3% [3.7-35.5], 7.95% 
[1.18 -22.2] et 5.62% [1.75-17.5]) respectivement, P<0.0001) (Figure. 4a). Une tendance 
similaire a été observée chez les sujets VIH-1- (55% [24.6-76.7] vs 11.8% [3.18-24.6], 8.58% 
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[3.35-19.7] et 3.8% [1.67-8.8]) respectivement, P<0.0001). Ces résultats sont en corrélation 
avec ceux obtenus précédemment dans le laboratoire (Ruffin, Brezar et al. 2015).  

De manière intéressante, nous avons observé une diminution significative des proportions de 
cellules Th17 dans le compartiment SAMHD1low chez les patients VIH-1+ c-ART+ 
comparés aux sujets non infectés (41% [17.5-62.5] vs 55% [24.6-76.7], p<0.05), à l’inverse des 
cellules CCR6+DN dont les proportions ont significativement augmenté (7.95% [1.18-22.2] 
vs 3.8% [1.67-8.8], p<0.05) (Figure. 4b, Figure. 4c). Dans le compartiment SAMHD1+, 
aucune différence dans les proportions de Th17 n’a été observée entre les patients VIH-1+ c-
ART+ et les sujets VIH-1- (17.9% [6.71-35] vs 25.1% [9.5-47.2], p>0.05). En revanche, les 
proportions de cellules CCR6+DN ont significativement augmenté (24.8% [10.8-35] vs 14.7% 
[6.38-28.4] p<0.05) (Figure. 4b, Figure. 4c).  

Ces résultats démontrent que les cellules Th17 et CCR6+DN, deux populations majeures 
susceptibles à l’infection par le VIH-1, sont présentes dans le compartiment SAMHD1low. De 
plus, ces résultats suggèrent que les lymphocytes T CD4+ CD45RO+ mémoires SAMHD1low 

représentent une population cible pour le VIH-1, vu qu’on assiste à une diminution 
significative de ces cellules chez les patients VIH-1+ c-ART+ par rapport aux sujets non 
infectés.   
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Figure 4. Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low sont enrichies en cellules CCR6+ Th17. 
(a) Proportions de cellules CCR6+ Th17, Th1/17, R6+ (CCR6+) DN, R6+DN dans les cellules T CD4+ 
mémoire (CD45RO+) SAMHD1low chez les sujets sains et les sujets VIH-1+ c-ART+. (b) Proportions 
de cellules CCR6+ Th17 et R6+ DN dans les cellules T CD4+ mémoire SAMHD1+ et SAMHD1low 
chez les sujets sains et les sujets VIH-1+ c-ART+. (c) proportions de CCR6+ Th17, Th1/17, R6+DP 
et R6+DN dans les cellules mémoires SAMHD1+ et SAMHD1low chez les sujets sains et les sujets 
VIH-1+ c-ART+. Les résultats représentent les Médianes avec interquartile. *p<0.05, **p<0.01 et 
***p<0.001, t-test, one-way et 2-way ANNOVA suivis du test  Bonferroni ont étés réalisés.  
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Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low contiennent des niveaux élevés  d’ADN 
VIH-1 total.   

Comme décrit précédemment, l’expression différentielle des deux marqueurs SAMHD1 et 
CD45RO nous permettent de distinguer les lymphocytes T CD4+ mémoires 
CD45RO+SAMHD1+, CD45RO+SAMHD1low et les lymphocytes T CD4+  naïfs  CD45RO-

SAMHD1+ (Ruffin, Brezar et al. 2015). Nous avons émis l’hypothèse que les cellules 
SAMHD1low, qui sont enrichies en cellules Th17 et CCR6+DN, contiendraient des niveaux 
élevés d’ADN VIH-1 total.  

En vue de la quantification du réservoir (ADN VIH-1 total), nous avons trié par FACS les 
cellules naïves SAMHD1+, mémoires SAMHD1+ et mémoires SAMHD1low (Figure. 5a). 
Compte tenu de l’expression intracellulaire de SAMHD1, il était indispensable de procéder à 
une fixation et une perméabilisation des cellules. Nous avons donc développé des protocoles 
appropriés pour l'extraction d'acides nucléiques et pour les expériences de PCR quantitative 
pour la quantification de l’ADN VIH-1 total extrait de cellules fixées/perméabilisées, comme 
détaillé dans la partie « Matériel et méthodes ». 

Nous avons tout d'abord testé nos protocoles en utilisant des cellules PBMCs non fixées et 
fixées/perméabilisées de 10 patients VIH-1+ c-ART+ pour quantifier et comparer les taux 
d'ADN VIH-1 total, avec une limite de détection de 3 copies/PCR. Nous avons exprimé 
chaque valeur en nombre de copies d’ADN VIH-1 par million de cellules. 

Les résultats montrent que les PBMCs non fixées et fixées/perméabilisées contiennent des 
taux équivalents d’ADN VIH-1 (Figure. 5b. Gauche, médiane: 1524.07 [179-2947.2] vs 
1159.48 [59.31-3487] copies/106 cellules, respectivement, p=0.6520). De plus, les taux 
d’ADN VIH-1 de PBMCs non fixées et de PBMCs fixées/perméabilisées sont 
significativement corrélés, indiquant ainsi la fiabilité de nos protocoles (r= 0.96, p<0.0001, 
Figure. 5b. Droite). Nous avons ensuite mesuré puis comparé les taux d’ADN VIH-1 de 
lymphocytes T CD4+ CD45RO+ mémoires et CD45RO- naïfs triés du même groupe de 
patients, et comme attendu, les lymphocytes T CD4+ CD45RO+ mémoires fixés présentaient 
des taux significativement plus élevés d’ADN VIH-1 comparés aux cellules CD45RO- naïves 
fixées (médiane: 5312.43 [792.55-41939] vs 1168.65 [40-12149.21] copies/106 cellules, 
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respectivement, p=0.0029, Figure. 5c), indiquant une fois de plus la fiabilité des protocoles 
établis pour quantifier l'ADN VIH-1 à partir de lymphocytes T CD4+ SAMHD1+ et 
SAMHD1low fixés/perméabilisés et triés. 

Nous avons ensuite quantifié l’ADN VIH-1 total afin de déterminer si les cellules 
SAMHD1low présentaient des niveaux plus élevés d’ADN viral en comparaison aux cellules 
SAMHD1+ chez des patients VIH-1+ (n=36), en utilisant les protocoles développés. 

Nous avons observé que les cellules mémoires SAMHD1low de patients VIH-1+ c-ART+ 
(n=30) présentaient des niveaux significativement plus élevés d’ADN VIH-1 total comparé 
aux cellules mémoires SAMHD1+ (4.5 [3.1-6.2] vs 3.8 [2.9-5.7] log/106 cellules, 
respectivement, p=0.009), tandis que les cellules naïves SAMHD1+ présentaient les niveaux 
les plus bas (3.1 [1.6-4.4], p<0.0001 et p=0.006 vs cellules mémoires SAMHD1low et 
SAMHD1+ respectivement) (Figure. 5d). Comme attendu, dans le groupe de patients Elite 
Controllers (EC, n=6), les deux compartiments SAMHD1+ et SAMHD1low présentent des 
taux bas d’ADN VIH-1 (1.6 et 2.3 log/106 cellules, respectivement, p>0.05) (Figure. 5e). Par 
ailleurs, nous avons noté que les cellules naïves SAMHD1+ de patients EC renferment des 
niveaux significativement plus bas d’ADN VIH-1 comparé aux cellules naïves SAMHD1+ de 
patients VIH-1+ c-ART+ (1.6 et 3.1 log/106 cellules, respectivement, p=0.001) (Figure. 5f). Il 
est important de noter que nous n’avons pas trouvé de lien entre les niveaux d’ADN VIH-1 
total et les caractéristiques cliniques des patients VIH-1+ (sexe, âge, durée sous c-ART, nadir 
CD4).  

Globalement, ces résultats identifient les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low 
comme une nouvelle sous-population de cellules hébergeant des taux élevés d’ADN VIH-1 au 
sein des cellules mémoire, contribuant ainsi au réservoir du VIH-1.  
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Figure 5.  Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low contiennent plus d’ADN-VIH-1 total  
comparés aux lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1+. Le sang périphérique de 36 sujets VIH-1+ 
c-ART+ et 6 Elite Controller a été collecté. Les PBMCs ont été marqués avec des anticorps 
monoclonaux anti-CD3, -CD4, -CD45RO et -SAMHD1 puis les trois sous-populations : T CD4+ 

CD45RO+ SAMHD1low, T CD4+ CD45RO+ SAMHD1+ et T CD4+ CD45RO- SAMHD1+ ont été 
triées par FACS. Les protocoles d’extraction d’ADN et de PCR ont été optimisés en utilisant les 
PBMCs de 10 sujets VIH-1+ c-ART+. L’ADN total du VIH-1 a été quantifié dans les cellules triées 
ex vivo par RT PCR Nested. (a) Stratégie de gating utilisée pour le tri des cellules  T CD4+ CD45RO+ 

SAMHD1low, T CD4+ CD45RO+ SAMHD1+ et T CD4+ CD45RO- SAMHD1+. (b) Valeurs d’ADN-
VIH-1 total dans les PBMCs fixées et non-fixées de sujets VIH-1+ c-ART+. (c) Valeurs d’ADN-
VIH-1 total dans les cellules mémoires (CD45RO+) et naïves (CD45RO-)  triées de sujets VIH-1+ c-
ART+. (d) Valeurs d’ADN-VIH-1 total dans les cellules T CD4+ CD45RO+ SAMHD1low, T CD4+ 

CD45RO+ SAMHD1+ et T CD4+ CD45RO- SAMHD1+ triées de sujets VIH-1+ c-ART+. (e) 
Valeurs d’ADN-VIH-1 total dans les cellules T CD4+ CD45RO+ SAMHD1low, T CD4+ CD45RO+ 

SAMHD1+ et T CD4+ CD45RO- SAMHD1+ triées de sujets Elite Controllers (EC). (f) Valeurs 
d’ADN-VIH-1 total dans les cellules naïves T CD4+ CD45RO- SAMHD1+ triées de sujets Elite 
Controllers (EC) et de sujets VIH-1+ c-ART+. *p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001, t-test, one-way et 2-
way ANNOVA suivis du test  Bonferroni ont étés réalisés.  

CD45RO-  

SAMHD1+
CD45RO+ 

SAMHD1+
CD45RO+  

SAMHD1low

1

10
HI

V-
1-

DN
A 

co
pi

es
 L

og
/1

06  c
el

ls
 

** **

***

c-ART+ HIV-1+ 

CD45RO-  

SAMHD1+
CD45RO+ 

SAMHD1+
CD45RO+  

SAMHD1low

1

10

HI
V-

1-
DN

A 
co

pi
es

 L
og

/1
06  c

el
ls

 

* NS

NS

Elite Controllers (EC)

c-ART+ HIV-1+ EC
1

10

HI
V-

1-
DN

A 
co

pi
es

 L
og

/1
06

 c
el

ls ***

(a) (b)

(c) (d) (e)

(f)

Fixed vs unfixed PBMCs

0 1000 2000 3000 4000
0

1000

2000

3000

4000

5000

Copies HIV-1 DNA / 106 fixed cells

C
op

ie
s 

H
IV

-1
 D

N
A

 / 
10

6  
un

fix
ed

 c
el

ls

r=0.96
P<0.0001 

1

10

100

1000

10000

100000

C
op

ie
s 

H
IV

-1
 D

N
A

 / 
10

6  c
el

ls

CD45RO- CD45RO+

**

CD45RO-  

SAMHD1+
CD45RO+ 

SAMHD1+
CD45RO+  

SAMHD1low

1

10

HI
V-

1-
DN

A 
co

pi
es

 L
og

/1
06  c

el
ls

 

p= 0.006 p= 0.009

p< 0.0001

HIV-1+ cART+

CD45RO-  

SAMHD1+
CD45RO+ 

SAMHD1+
CD45RO+  

SAMHD1low

1

10

HI
V-

1-
DN

A 
co

pi
es

 L
og

/1
06  c

el
ls

 

p= 0.05 p> 0.05

p> 0.05

Elite Controllers (EC)

HIV-1+ cART+ EC
1

10

HI
V-

1-
DN

A 
co

pi
es

 L
og

/1
06

 c
el

ls

p= 0.001

CD45RO

SA
M

HD
1

CD4

CD
3

Vivid

CD
3

Naive 
SAMHD1+

Memory 
SAMHD1+

Memory 
SAMHD1low

(a)

(b) (c)

(d) (e) (f)

1

10

100

1000

10000

C
op

ie
s 

H
IV

-1
 D

N
A

 / 
10

6  c
el

ls

p=0.6520

Unfixed Fixed

Fixed vs unfixed PBMCs

0 1000 2000 3000 4000
0

1000

2000

3000

4000

5000

Copies HIV-1 DNA / 106 fixed cells

C
op

ie
s 

H
IV

-1
 D

N
A

 / 
10

6  
un

fix
ed

 c
el

ls

r=0.96
P<0.0001 

1

10

100

1000

10000

100000

C
op

ie
s 

H
IV

-1
 D

N
A

 / 
10

6  c
el

ls

p=0.0029

CD45RO- CD45RO+

Gated on CD4+ CD3+ T cells 

1

10

100

1000

10000

C
op

ie
s 

H
IV

-1
 D

N
A

 / 
10

6  c
el

ls

Unfixed Fixed

NS



	 	 	 	 	130	

Compartimentation des séquences virales dans les lymphocytes T CD4+ SAMHD1low et  
SAMHD1+. 

Le VIH-1 infecte et se dissémine rapidement dans les lymphocytes T CD4+, constituant ainsi 
un réservoir qui ensemence d’autres compartiments cellulaires et tissulaires dès que le 
traitement antirétroviral c-ART est interrompu (Kulpa et Chomont, 2015). De ce fait, il nous 
a semblé important d’identifier et de comparer les séquences du VIH-1 entre les sous-
populations de cellules mémoires SAMHD1low et SAMHD1+, ainsi que les sous-populations 
naïves SAMHD1+, ce qui permettrait de fournir des informations importantes sur l’échange 
viral et la propagation du virus entre les sous-populations cellulaires T CD4+. 

Pour aborder cet aspect, nous avons réalisé un séquençage à haut débit (UDS, Ultra-Deep- 
Sequencing, 454 / Roche) de la boucle C2V3 du gène d’enveloppe env, à partir de l’ADN 
VIH-1 isolé de cellules T CD4+ mémoire SAMHD1low et SAMHD1+, et naïves SAMHD1+, 
de 12 patients VIH-1+ c-ART+. Nous avons sélectionné et illustré graphiquement sous forme 
d’arbres phylogénétiques, les haplotypes détectés dans chacune des trois sous-populations 
cellulaires (Figures. 6 et Figure. 7).  
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Figure 6. Arbres phylogénétiques construits à partir des séquences ADN VIH-1 isolés à partir de 
cellules mémoires CD4+ CD45RO+ SAMHD1low, CD4+ CD45RO+ SAMHD1+ et naïves CD4+ 

CD45RO- SAMHD1+, représentant la compartimentation des haplotypes chez 10/12 sujets étudiés. 
Un séquençage à haut débit (Ultra-deep-sequencing, UDS, 454/Roche) de la boucle C2V3 du gène 
d’enveloppe env  a été réalisé sur n=12 sujets VIH-1+ c-ART+. Les séquences Env des cellules naïves 
CD4+CD45RO-SAMHD1+, mémoires CD4+CD45RO+SAMHD1+ et CD4+CD45RO+SAMHD1low 
sont représentées en rouge, bleu et vers, respectivement. Les résultats de 10 sujets parmi les 12 étudiés, 
sont représentés sur cette figure. Les arbres sont enracinés à partir de la séquence de référence du gène 
de l’enveloppe de la souche virale HXB2.  La distance génétique est indiquée par une barre d'échelle 
(nombre de nucléotides par site). La taille des symboles est proportionnelle à la fréquence des 
haplotypes. 

#1 #3

#5#4

#2

#6

#7

#10

#8 #9
Dis5nct/well-segregated	HIV	DNA	popula5ons	in	all	subsets	

32	

Mean distance 
between subsets

CD4+CD45RO-SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1low

P598

P4

P550

P3

P1

P587

P710

P6

P468

P502

P2

P5

Mean distance 
within subset

Dis?nct/well-segregated	HIV	DNA	popula?ons	in	all	subsets	suggest		
minimal	viral	exchange	

Diversity	and	divergence	
between		

cellular	subsets		

Mean distance 
between subsets

CD4+CD45RO-SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1low

P598

P4

P550

P3

P1

P587

P710

P6

P468

P502

P2

P5

Mean distance 
within subset

Mean distance 
between subsets

CD4+CD45RO-SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1low

P598

P4

P550

P3

P1

P587

P710

P6

P468

P502

P2

P5

Mean distance 
within subset

Mean distance 
between subsets

CD4+CD45RO-SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1low

P598

P4

P550

P3

P1

P587

P710

P6

P468

P502

P2

P5

Mean distance 
within subset

D-7	

D-9	

D-4	

D-5	

D-2	

D-6	

D-12	

D-11	

D-1	

D-3	

Mean distance 
between subsets

CD4+CD45RO-SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1low

P598

P4

P550

P3

P1

P587

P710

P6

P468

P502

P2

P5

Mean distance 
within subset

D-8	

D-8	

Mean distance 
between subsets

CD4+CD45RO-SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1+

CD4+CD45RO+SAMHD1low

P598

P4

P550

P3

P1

P587

P710

P6

P468

P502

P2

P5

Mean distance 
within subset

D-10	



	 	 	 	 	132	

L’analyse des arbres phylogénétiques a révélé que les haplotypes appartement aux mêmes 
sous-populations cellulaires, représentés dans une même couleur sur les arbres (Vert pour les 
mémoires SAMHD1low, Bleu pour les mémoires SAMHD1+ et Rouge pour les naïves 
SAMHD1+),  étaient peu distants les uns des autres et tous groupés autour de l’haplotype 
majoritaire. De manière intéressante, les résultats d’analyses phylogénétiques ont également 
révélé qu’il existe une compartimentation des populations d’ADN VIH-1 qui est bien mise en 
évidence pour les séquences virales des cellules  mémoire SAMHD1low et SAMHD1+, et 
naïves SAMHD1+ (Figure. 6). Sur les arbres phylogénétiques, ces populations d’ADN VIH-1 
paraissent relativement distinctes les unes des autres, distantes entre elles et séparées par des 
distances génétiques conséquentes chez 10 patients parmi les 12 patients étudiés (p<0,001) 
(Figure. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Arbres phylogénétiques construits à partir des séquences ADN VIH-1 isolés de cellules 
mémoires CD4+ CD45RO+ SAMHD1low, CD4+ CD45RO+ SAMHD1+ et naïves CD4+ CD45RO- 

SAMHD1+ de 2 sujets étudiés, ne présentant pas de compartimentation des haplotypes. Un 
séquençage à haut débit (Ultra-deep-sequencing, UDS, 454/Roche) de la boucle C2V3 du gène 
d’enveloppe env  a été réalisé sur n=12 sujets VIH-1+ c-ART+.  Les séquences Env des cellules naïves 
CD4+CD45RO-SAMHD1+, mémoires CD4+CD45RO+SAMHD1+ et CD4+CD45RO+SAMHD1low 
sont représentées en rouge, bleu et vers, respectivement. Les résultats de 2 sujets parmi les 12 étudiés, 
sont représentés sur cette figure. Les arbres sont enracinés à partir de la séquence de référence du gène 
de l’enveloppe de la souche virale HXB2.  La distance génétique est indiquée par une barre d'échelle 
(nombre de nucléotides par site). La taille des symboles est proportionnelle à la fréquence des 
haplotypes. 
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Les tests FST et Slatkin Maddison et la robustesse des valeurs de bootstraps attestent de la 
solidité statistique des branches représentées et confirment cette compartimentation 
significative entre les virus des cellules  mémoire SAMHD1low et SAMHD1+, et naïves 
SAMHD1+ chez tous les patients étudiés excepté deux d’en eux (patients #11 et #12, Figure. 
7). En effet, chez ces deux patients, aucune compartimentation ne semble mise en évidence 
graphiquement avec des haplotypes des trois sous-populations tous mêlés les uns aux autres 
(Figure. 7). 

Les niveaux d’ADN HIV-1 corrèlent positivement avec les niveaux d’expression de Ki67 dans 
les lymphocytes T CD4+ mémoire SAMHD1low. 

Il a été démontré que la fréquence des lymphocytes T CD4+ ayant intégré un ADN du VIH-1 
est associée à la fréquence de prolifération des lymphocytes T CD4+ mesurée par Ki67 
(Chomont, El-Far et al. 2009). Dans notre précédente étude, nous avions démontré que les 
lymphocytes T CD4+ SAMHD1low du sang périphérique étaient enrichis en cellules cycliques 
(Ruffin, Brezar et al. 2015). Nous avons donc décidé d’évaluer l'expression de Ki67 chez des 
patients inclus dans notre étude afin de déterminer s’il existe une relation entre les niveaux 
d'ADN VIH-1 et les niveaux d’expression de Ki67 dans les cellules T CD4+ mémoire 
SAMHD1low et SAMHD1+ (Figure. 8a). 

Tout d’abord, nous avons évalué l’expression de Ki67 chez les patients VIH-1 c-ART+. 
Comme attendu, nous avons confirmé que la proportion de cellules cycliques Ki67+ est 
significativement plus élevée dans le compartiment de cellules mémoires SAMHD1low 
comparé aux cellules mémoires SAMHD1+ et naïves SAMHD1+ (15.2% [8.56-56.8] vs 
3.37% [1.76-8.81] et 0.23% [0-0.79] respectivement, p<0.0001) (Figure. 8a et Figure 8b).  

Nous avons ensuite déterminé s’il existe une relation entre les niveaux d'ADN VIH-1 et les 
niveaux d’expression de Ki67 dans les cellules T CD4+ mémoire SAMHD1low et SAMHD1+ 
et les cellules naïves SAMHD1+. Nous avons observé une corrélation positive et significative 
(r= +0.68, p<0.05, Figure. 8c Haut Gauche) entre les niveaux d'ADN VIH-1 et les niveaux 
d’expression de Ki67 dans les cellules mémoires SAMHD1low, tandis qu’aucune corrélation n’a 
été notée dans les cellules mémoires SAMHD1+ et naïves SAMHD1+ (r= +0.05 et r= +0.04 
respectivement, p>0.05, Figure. 8c Haut Droite et Figure. 8c Bas). 
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Ces résultats appuient le concept de prolifération en tant que mécanisme de persistance virale 
dans les lymphocytes T CD4+ en mémoire dans le sang périphérique. 

 

Figure 8. Les niveaux d’ADN VIH-1 total sont positivement corrélés à l’expression de  Ki67 dans les 
cellules mémoires SAMHD1low. Les PBMCs de sujets VIH-1+ c-ART+ (n=17) ont été marquées 
avec des anticorps monoclonaux anti-CD3, -CD4, -CD45RO, Ki67 et -SAMHD1. Un marquage 
Vivid a été rajouté pour éliminer les cellules mortes. (a) Stratégie de gating utilisée pour identifier les 
cellules Ki67+ et Ki67- dans les cellules naïves SAMHD1+ (CD45RO- SAMHD1+), mémoires 
SAMHD1+ (CD45RO+SAMHD1+) et mémoires SAMHD1low (CD45RO+SAMHD1low). (b) 
Pourcentages de cellules Ki67+ dans des compartiments SAMHD1+ and SAMHD1low. (c) Corrélations 
entre les niveaux d’ADN VIH-1 total et l’expression de Ki67 dans les cellules naïves SAMHD1+ 

(CD45RO- SAMHD1+), mémoires SAMHD1+ (CD45RO+ SAMHD1+) et mémoires SAMHD1low 

(CD45RO+ SAMHD1low). *p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001, t-test, one-way et 2-way ANNOVA suivis 
du test  Bonferroni ont étés réalisés.  
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Analyse des profils transcriptionnels 

Dans notre étude précédente, nous avons montré que les lymphocytes T CD4+ qui prolifèrent 
in vitro voient leur expression de SAMHD1 diminuer (Ruffin, Brezar et al. 2015). En nous 
basant sur le caractère prolifératif des cellules mémoires CD45RO+ SAMHD1low, nous avons 
voulu exploiter ce caractère de modulation de l’expression de SAMHD1 in vitro dans le but 
d’identifier des marqueurs extracellulaires qui permettraient de trier les cellules SAMHD1low 
sans devoir les fixer/perméabiliser.  

Nous avons donc activé des lymphocytes T CD4+ de sujets sains (n=4) in vitro préalablement 
marqués au CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester, marqueur de division cellulaire) et 
nous avons émis l’hypothèse que les cellules SAMHD1low seraient contenues dans le pool de 
cellules ayant subi 3 à 4 divisions cellulaires. La figure. 9a représente la stratégie de gating que 
nous avons utilisée pour trier les cellules à différents stades de division D1, D2 et D3 
correspondant à des cellules qui se sont très peu ou pas divisées, moyennement divisées et 
hautement divisées respectivement. Nous avons ensuite extrait l’ARN de ces cellules et analysé 
leur profil transcritionnel (PT) de gènes codants, sur des puces à ADN. 

Tout d’abord, nous avons confirmé au niveau moléculaire que les cellules SAMHD1low sont 
bien comprises dans le pool D3 par qRT-PCR sur les ARNs extraits des pools D1, D2 et D3. 
Nous avons observé une baisse d’expression de SAMHD1 entre D1 et D3 (Figure. 9b) 
confirmant ainsi l’hypothèse que nous avions émise, basée sur nos résultats précédents portant 
sur le fait que l’expression de SAMHD1 diminuait avec la division cellulaire. L’analyse des PT 
nous a permis de sélectionner une liste de 26 gènes impliqués dans le cycle cellulaire. Nous 
avons observé que plus de 50% de ces gènes (14/12 gènes) sont surexprimés dans les cellules 
SAMHD1low (D3) par rapport aux cellules SAMHD1+ (D1) (Figure. 9c) confirmant ainsi le 
caractère cyclique des cellules SAMHD1low.  
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Figure 9. Analyse du profil transcritionnel (PT) de cellules T CD4+ ayant subi plusieurs divisions in 
vitro. Les cellules T CD3+ CD4+ de sujets VIH-1- (n=4) ont été marquées au CFSE et activés avec 
des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 pendant une durée de 4 jours, puis triés dans le but d’obtenir 
trois sous-populations basées sur leur degré de division in vitro: Division 3, D3 (high), D2 (medium), 
D1 (low).Une purification d’ARNs a été réalisée sur les 3 sous-populations cellulaires D3, D2 et D1 
de chacun des donneurs, suivie d’une analyse du profil transcriptionnel de chaque groupe (D1, D2 et 
D3) sur puces à ADN. (a). DotPlot représentatif d’un marquage CFSE. (b). Expression du gène 
SAMHD1 dans les sous-populations D3, D2 et D1 mesurée par q-RT-PCR. (c). Différence 
d’intensité d’expression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire entre D3 et D1. (d). Intensité 
d’expression des gènes CTTN, CD9 et KLRB1 chez chaque donneur. (e). Plots représentatifs de 
marquages SAMHD1/CD161 et SAMHD1/CD9 réalisé sur des lymphocytes T CD4+ de sujets 
VIH-1-. 
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Pour l’analyse des résultats, nous avons fait une moyenne de l’intensité d’expression des gènes de 

D3 et D1 sur les 4 donneurs. Ces moyennes ont été comparées pour révéler les différences dans 

l’expression des gènes (sur-exprimés ou sous-exprimés) entre D3 et D1. La population D2 n’a pas 

été inclue dans cette analyse car nous voulions comparer deux populations séparées par au moins 

deux cycles de division. 

Tout d’abord, nous avons confirmé au niveau moléculaire que notre population d’intérêt 

SAMHD1low était réellement comprise dans le groupe D3. Nous avons réalisé des q-RT-PCRs sur les 

ARNs extraits de chacune des populations D1, D2 et D3. La figure 4 B montre clairement une 

baisse d’expression de SAMHD1 entre D1 et D3, confirmant ainsi l’hypothèse que nous avons émis 

au départ, basée sur nos résultats précédents (Rufin et al.), portant sur le fait que l’expression de 

SAMHD1 baissait avec la division cellulaire.  

Grâce aux analyses statistiques réalisées par l’équipe de la plateforme (logiciels Ingenuity, IPA), 

nous avons pu sélectionner une liste de 26 gènes, impliqués dans le cycle cellulaire. L’intensité 

d’expression de ces gènes est représentée sur la figure 4 C. En somme, plus de 50% des gènes (14 

sur 12) sont surexprimés sur D3 par rapport  à D1, confirmant ainsi le caractère cyclique de cette 

population. 

Figure 4 : Analyse transcriptomique 
d’ARNs provenant de cellules T CD4+ 
ayant subi plusieurs  divisions in vitro. 
A. Les cellules T CD3+ CD4+ de sujets 
sains (n=4) ont été marqué au CFSE, 
activés grâce à des anticorps anti-CD3 et 
anti-CD28 pendant une durée de 4 jours, 
puis triés dans le but d’obtenir trois 
sous-populations basées sur leur degrés 
de division in vitro : Division 3, D3 (high), 
D2 (medium), D1 (low).Une purification 
d’ARNs a été réalisée sur les 3 sous-
populations D3, D2 et D1 de chacun des 
donneurs, suivie d’une analyse 
transcriptomique des ARNs de chaque 
groupe (D1, D2 et D3). DotPlot 
représentatif d’un marquage CFSE. B. 
Expression du gène SAMHD1 dans les 
sous-populations D3, D2 et D1 mesurée 
par q-RT-PCR. C. Différence d’intensité 
d’expression de gènes impliqués dans le 
cycle cellulaire entre D3 et D1. D.  
Intensité d’expression des gènes CTTN, 
CD9 et KLRB1 chez chaque donneur. E. 
Plots représentatifs de marquages 
SAMHD1/CD161 et SAMHD1/CD9 sur 
des lymphocytes CD4+ d’individus sains. 
E.  
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Comme notre but initial était d’identifier des marqueurs membranaires caractérisant les 
cellules SAMHD1low qui nous permettrait ensuite de les trier sans devoir les 
fixer/perméabiliser, nous avons étudié la liste de gènes exprimés différentiellement entre les 
cellules SAMHD1low et les cellules SAMHD1+ et avons identifié trois gènes dont l’expression 
protéique est membranaire. Ces trois gènes sont CTTN, CD9 et KLRB1. La CTTN ou 
Cortactin pour « Cortical Actin Binding Proteine », est une protéine membranaire qui 
favorise la polymérisation et le réarrangement du cytosquelette d’actine. Le marqueur CD9 est 
une tetraspanine, une glycoprotéine de surface dont la fonction moléculaire n’a pas encore été 
déterminée et aucun ligand ne lui a été décrit. Néanmoins, il a été montré que le CD9 jouait 
un rôle dans la fusion membranaire cellule/VIH-1 (Gordon-Alonso, Yanez-Mo et al. 2006). 
Le KLRB1, pour « Killer Cell Lectin-like Receptor subfamily B, Membrane 1 », aussi connu 
comme le CD161, est une glycoprotéine exprimée à la surface des cellules NK (Natural 
Killer).  

L’expression de ces trois gènes sur les cellules SAMHD1low est similaire et reproductible chez 
les quatre donneurs inclus dans l’analyse (Figure. 9d) Les gènes CTTN et CD9 sont sur-
exprimés sur les cellules SAMHD1low tandis que le gène KLRB1 est significativement sous-
exprimé. L’utilisation d’anticorps anti-CD9 et anti-CD161 dans des expériences de 
marquages en cytometrie en flux s’est avérée peu concluant pour isoler les cellules 
SAMHD1low. En effet, nous avons observé que les cellules SAMHD1low sont réparties dans 
les compartiments CD9+ et CD9-, de la même manière que pour les compartiments CD161+ 
et CD161- (Figure. 9e). 

L’ensemble de ces résultats indique que les cellules SAMHD1low sont bien comprises dans le 
pool de cellules hautement divisées, cependant, cette dernière ne représente pas une 
population pure et suffisamment homogène. De plus, il nous a semblé plus judicieux et 
pertinent de baser l’analyse des PT des cellules SAMHD1low sur l’expression des marqueurs 
CD45RO et SAMHD1 afin de caractériser ces cellules au niveau moléculaire. 

Dans ce sens, nous avons optimisé un protocole d’extraction d’ARN de qualité suffisante pour 
réaliser une analyse de PT, à partir de cellules fixées/perméabilisées. L’étape de 
fixation/perméabilisation des cellules a induit une dégradation majeure de la qualité des 
ARNs. Celle-ci a été évaluée grâce aux valeurs très basses de RIN obtenues (RNA Integrity 
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Number, valeure liée à la présence des ARN ribosomaux 18S et 28S).  Comme détaillé dans le 
chapitre « matériels et méthodes », nous avons testé diverses techniques d’extraction d’ARN, 
de traitements permettant de préserver l’intégrité de l’ARN et de techniques de 
fixation/perméabilisation. Le protocole que nous avons optimisé nous a permis d’extraire des 
ARNs à partir de cellules fixées/perméabilisées dont les valeurs de RIN sont comprises entre 
3.7 et 5.8. Dans des conditions optimales, des valeurs de RIN≥7 sont souvent utilisées comme 
références. Bien que nos conditions restent insuffisantes pour atteindre ces conditions 
optimales, nous sommes parvenus à améliorer de manière considérable la qualité des ARNs 
extraits à partir de cellules fixées/perméabilisées, lesquels présentaient des RINs médiocres à 
indétectables (RIN<2.3). 

Nous avons donc décidé de réaliser une analyse de PT en utilisant la aplateforme NGS (Next 
Generation Sequencing). Nous avons utilisé les ARNs extraits de cellules mémoires SAMHD1+ 
et SAMHD1low triés sur la base de l’expression des marqueurs CD45RO et SAMHD1 de 
sujets VIH-1- (n=8), et suivant les étapes du protocole que nous avons optimisées. Après les 
premières étapes d’analyse et de contrôle qualité, nous avons pu retenir les données des cellules 
SAMHD1low de 3 sujets et des cellules SAMHD1+ de 6 sujets parmi les 8 étudiés, 
sélectionnés sur la base de la quantité et de la qualité des échantillons. La figure (Figure. 10) 
est une représentation PCA (Principal Component Analysis) indiquant la distribution des 
cellules SAMHD1+ et SAMHD1low selon leurs PT, et permet clairement de distinguer les 
cellules SAMHD1+, regroupées entre elles, des cellules SAMHD1low. Un gène était considéré 
comme différentiellement exprimé entre les cellules SAMHD1low et SAMHD1+ si (1) la 
différence évaluée par t-test est statistiquement significative (p≤0.05) et (2) si le facteur 
d’expression différentielle (fold change, FC) est ≥2. Ces conditions ont été fixées par la 
plateforme de génomique.  
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Figure 10. Représentation PCA de l’analyse des échantillons de cellules SAMHD1low et SAMHD1+. 

La comparaison des profils d’expression génique (PEG) des cellules SAMHD1low et 
SAMHD1+ a mis en évidence trois cent quarante quatre (344) transcrits différenciellement 
exprimés, correspondant à 320 gènes, parmi lesquels 83 gènes sont sur-exprimés contre 237 
gènes sous-exprimés au niveau des cellules SAMHD1low. Le tableau A représente le top 40 
des gènes sur-exprimés et sous-exprimés dans les cellules SAMHD1low vs SAMHD1+. 
Nombre de ces gènes codent pour des enzymes (GTPase, désaminase, phosphatase), des 
régulateurs de transcription ou des protéines de liaison (Tableau. 1). Les gènes les plus 
différenciellement exprimés sont ZNF483 (facteur de transcription), RSRP1 (protéine de 
liaison) et SACM1L (phosphatase), surexprimés de 3.6, 3.4 et 3.3 fois, et KANSL1 (rôle 
dans l’acétylation des histones), NFRKB (régulateur de transcription) et RHBDF2 (rôle dans 
la régulation de la prolifération, la survie cellulaire et la migration) sous-exprimés de 6.5, 8.9 
et 11.1 fois respectivement, dans les cellules SAMHD1low en comparaison aux cellules 
SAMHD1+ (Tableau. 1).  

 

SAMHD1+
SAMHD1low
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Tableau 1. Top 40 des gènes sur-exprimés et sous-exprimés dans les cellules mémoires SAMHD1low 
comparées aux cellules mémoires SAMHD1+. 

Parmi les 320 gènes différenciellement exprimés, 32 gènes ont une expression protéique 
membranaire, 7 d’entre eux sont des récepteurs transmembranaire tels que le CD47 (rôle dans 
l’adhésion et la prolifération, co-stimule l’activation des LT), IGF1R (CD221, tyrosine kinase 
impliqué dans le contrôle de la croissance cellulaire et de la survie) et ITGB1 (CD29, 
intégrine, interagit avec Tat du VIH-1) tous sous-exprimés 2.0, 2.27 et 1.6 fois dans les 
cellules SAMHD1low vs SAMHD1+ (Tableau. 2). 

Symbol	du	gène	 Nom	du	gène	 Fonc1on	 FC	

ZNF483	 zinc	finger	protein	483		 régulateur	transcrip5onnel	 3.6	

RSRP1	 arginine	and	serine	rich	protein	1		 Protéine	de	liaison	 3.4	

SACM1L	 SAC1	like	phospha5dylinosi5de	phosphatase		 Phosphatase,	adhésion	cellule-cellule,	protéine	de	liaison	 3.3	

ANKRD36B	 ankyrin	repeat	domain	36B		 Protéine	de	liaison	 3	

TOMM5	 translocase	of	outer	mitochondrial	membrane	5	protein	transporter	ac5vity	 Ac5vité	de	transport	des	protéines	 2.9	

ZMIZ2	 zinc	finger	MIZ-type	containing	2		 régulateur	transcrip5onnel	 2.9	

RBMS1	 RNA	binding	mo5f	single	stranded	interac5ng	protein	1		 Protéine	de	liaison,	mo5f	de	reconnaissance	d'ARN	 2.8	

FAM102A	 family	with	sequence	similarity	102	member	A		 Protéine	de	liaison	 2.6	

AMPD2	 adenosine	monophosphate	deaminase	2		 Désaminase,	protéine	de	liaison	 2.5	

SH3BP2	 SH3	domain	binding	protein	2		 Protéine	de	liaison	 2.5	

RACK1	 receptor	for	ac5vated	C	kinase	1		 Phosphatase,	ac5vateur	de	caspase,	liaison	cycline,	liaison		protéine	kinase	C	 2.4	

GIT2	 GIT	ArfGAP	2		 Binding	protein	 2.4	

GPCPD1	 glycerophosphocholine	phosphodiesterase	1		 Enzym		glycerophosphocholine	phosphodiesterase	 2.3	

PLEKHA1	 pleckstrin	homology	domain	containing	A1		 Protéine	de	liaison	 2.2	

SLC38A5	 solute	carrier	family	38	member	5		 Transporteur	d'acides	aminés	 2.2	

ABHD3	 abhydrolase	domain	containing	3																												 Enzyme,	phospholipase	A1,	phospholipase	A2			 2.1	

CD47	 CD47		 Récepteur	transmembranaire	 -2	

GPI	 glucose-6-phosphate	isomerase		 Glucose-6-phosphate	isomerase	 -2.7	

RPTOR	 regulatory	associated	protein	of	MTOR	complex			 Ac5vateur	de	protéine	kinase,	Protéine	de	liaison	à	l'ADN		 -2.7	

HMG20B	 high	mobility	group	20B		 Régulateur	de	transcrip5on	 -2.8	

CEP76	 centrosomal	protein	76		 Régula5on	du	cycle,	protéine	de	liaison	 -3	

PRKAR1A	 protein	kinase	cAMP-dependent	type	I	regulatory	subunit	alpha				 Inhibiteur	de	protéine	kinase	 -3.1	

RAB40C	 RAB40C,	member	RAS	oncogene	family	enzyme,	GDP	binding,	GTP	binding	 enzyme	RAS	encogène,	protéine	de	liaison	GTP.	 -3.2	

FLAD1	 flavin	adenine	dinucleo5de	synthetase	1		 Adenylyltransferase,	protéine	de	liaison	 -3.3	

TESPA1	 thymocyte	expressed,	posi5ve	selec5on	associated	1		 Prolifera5on,	différencia5on	et	ac5va5on.	 -3.3	

LTBP3	 latent	transforming	growth	factor	beta	binding	protein	3		 Liaison	TGFbeta	 -3.6	

CACTIN	 cac5n,	spliceosome	C	complex	subunit	protein	binding	 ac5va5on	NFkB,	expression	IFN	Beta,	produc5on	CXCL8,	phosphoryla5on		 -3.8	

ZNF266	 zinc	finger	protein	266		 Régulateur	de	transcrip5on	 -4.2	

AGAP1	 ArfGAP	with	GTPase	domain,	ankyrin	repeat	and	PH	domain	1	 GTPase	 -4.2	

CDC42SE1	 CDC42	small	effector	1		 Inhibiteur	de	GTPase	 -4.6	

sept-02	 sep5n	2		 Inhibiteur	de	GTPase,	protéine	de	liaison	 -4.6	

PSMD6	 proteasome	26S	subunit	 necroptosis,	apoptosis,	degranula5on,	infec5on	par	VIH-1	 -4.7	

MARS	 methionyl-tRNA		 Synthétase,	transcrip5on	d'ADN	 -4.8	

TRRAP	 transforma5on/transcrip5on	domain	associated	protein		 Régulateur	de	transcrip5on	 -4.9	

TRAPPC3	 trafficking	protein	par5cle	complex	3		 Protéine	de	liaison	 -5.5	

GM2A	 GM2	ganglioside	ac5vator	regulates	 Enzyme	ganglioside	 -5.6	

RAB2A	 RAB2A,	member	RAS	oncogene	family	alpha	helix	 GTPase,		protéine	de	liaison	 -5.8	

KANSL1	 KAT8	regulatory	NSL	complex	subunit	1		 	Protéine	de	liaison	 -6.5	

NFRKB	 nuclear	factor	related	to	kappaB	binding	protein	 Régulateur	de	transcrip5on	 -8.9	

RHBDF2	 rhomboid	5	homolog	2		 	Protéine	de	liaison	 -11.1	
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Tableau 2. Liste des gènes différentiellement exprimés dont l’expression protéique est membranaire 
sur les cellules SAMHD1low. 

L’analyse des voies canoniques où sont impliqués ces 320 gènes a mis en évidence 34 voies, 
représentées sur la Figure supplémentaire. 5. Les couleurs des histogrammes indiquent le sens 
probable d’implication de chaque voie (Z-score positif en orange= activation, Z-score négatif 
en bleu= inhibition de la voie, Z-score nul en blanc et Z-score indéterminé en gris) (Figure 
supplémentaire. 4). Nous avons représenté les principales voies canoniques (Z-score positif ou 
négatif) sur la figure 10. On peut y voir que les gènes les plus différenciellement exprimés 
entre les deux populations cellulaires sont impliqués dans la voie de signalisation par la famille 
Rho de GTPase (RACK1, RHOB, RHOT2), régulatrice de nombreux aspects de la 

Symbol	du	gène	 Nom	du	gène	 Type	 FC	

ABCA2	 ATP	binding	cassege	subfamily	A	member	2	 transporter	 -1.719	

AP3B1	 adaptor	related	protein	complex	3	subunit	beta	1	 transporter	 -1.542	

SLC38A1	 solute	carrier	family	38	member	1	 transporter	 -1.579	

SLC38A5	 solute	carrier	family	38	member	5	 transporter	 2.210	

TM9SF2	 transmembrane	9	superfamily	member	2	 transporter	 -1.796	

AGER	 advanced	glycosyla5on	end-product	specific	receptor	 transmembrane	receptor	 -1.958	

CD47	 CD47	molecule	 transmembrane	receptor	 -2.079	

FCGRT	 Fc	fragment	of	IgG	receptor	and	transporter	 transmembrane	receptor	 -1.772	

IGF1R	 insulin	like	growth	factor	1	receptor	 transmembrane	receptor	 -2.277	

ITGB1	 integrin	subunit	beta	1	 transmembrane	receptor	 -1.624	

JMJD6	 arginine	demethylase	and	lysine	hydroxylase	 transmembrane	receptor	 -1.723	

RELT	 RELT,	TNF	receptor	 transmembrane	receptor	 -1.878	

ADAM19	 ADAM	metallopep5dase	domain	19	 pep5dase	 -1.599	

TRABD2A	 TraB	domain	containing	2A	 pep5dase	 -1.591	

AKAP2	 A-kinase	anchoring	protein	2	 other	 -1.757	

CDC42SE1	 CDC42	small	effector	1	 other	 -4.574	

JAML	 junc5on	adhesion	molecule	like	 other	 -1.654	

PATJ	 PATJ,	crumbs	cell	polarity	complex	component	 other	 -1.557	

PNN	 pinin,	desmosome	associated	protein	 other	 -2.316	

RELL1	 RELT	like	1	 other	 -1.807	

RGMB	 repulsive	guidance	molecule	BMP	co-receptor	b	 other	 -1.985	

STOM	 stoma5n	 other	 1.529	

TNS2	 tensin	2	 other	 -1.863	

WASH3P	 WAS	protein	family	homolog	3,	pseudogene	 other	 -1.717	

FYN	 FYN	proto-oncogene,	Src	family	tyrosine	kinase	 kinase	 -1.755	

SSTR3	 somatosta5n	receptor	3	 G-protein	coupled	receptor	 -2.113	

ABHD3	 abhydrolase	domain	containing	3	 enzyme	 2.147	

GDPD5	 glycerophosphodiester	phosphodiesterase	domain	containing	5	 enzyme	 -1.572	

GNG2	 G	protein	subunit	gamma	2	 enzyme	 -1.653	

RAB40C	 RAB40C,	member	RAS	oncogene	family	 enzyme	 -3.254	

TBC1D10B	 TBC1	domain	family	member	10B	 enzyme	 -1.580	

VCL	 vinculin	 enzyme	 -1.641	
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dynamique intracellulaire de l'actine (développement des organites, la dynamique du 
cytosquelette, le mouvement des cellules et d'autres fonctions cellulaires courantes), la voie 
mTOR (RPTOR, RICTOR, RHOB), régulatrice du métabolisme cellulaire, de la croissance 
et de la prolifération, phospholipase C (RACK1, ITGB1), protéine kinase A (RACK1, 
PLD6) et Tec kinase (ITGB1, RHOB), développement et maintien du système 
hématopoïétique, toutes décrites dans un sens d’inhibition. Dans l’ensemble, seulement deux 
voies canoniques ont été décrites dans un sens d’activation, il s’agit des voies de Sumoylation 
(ZNF217, NR3C1): capable de modifier la stabilité, la régulation des gènes, la localisation et 
les interactions protéine-protéine, joue également un rôle clé dans des processus cellulaires 
vitaux tels que l'oncogenèse, le contrôle du cycle cellulaire, le trafic nucléocytoplasmique, 
l'apoptose et la réponse à l'infection virale.  La seconde voie canonique est la voie de 
signalisation RhoGD1 (ARHGAP12, RACK1) régulatrice d’une multitude de processus 
biologiques, notamment la prolifération cellulaire, l'apoptose, la différenciation, la migration, 
la réorganisation du cytosquelette et le trafic membranaire. (Figure. 11). Le ratio indiquant le 
nombre de gènes différentiellement exprimés, rapporté au nombre total de gènes de la voie 
considérée, révèle que ces voies sont très faiblement représentées (de 3.1% à 6.2%). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Voies canoniques impliquées dans l’analyse différentielle des PEG de cellules SAMHD1low 
et SAMHD1+. Voies listées par degré décroissant de significativité, axe des ordonnées. Ratio 
indiquant le nombre de gènes différentiellement exprimés rapporté au nombre total de gènes de la voie 
considérée. Les couleurs des histogrammes indiquent le sens probable d’implication de chaque voie 
(Z-score positif en orange, activation ; Z-score négatif en bleu, inhibition de la voie).  
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De manière intéressante, l’analyse fonctionnelle des PEG a mis en évidence 24 gènes 
impliqués dans la voie de progression du cycle cellulaire (SACM1L, PNN) décrite dans un 
sens d’activation (Z-score= 1.39). Les 10 gènes les plus différenciellement exprimés dans cette 
voie sont représentés sur la figure (Figure. 12).  

 

Figure 12. Gènes impliqués dans la voie de progression du cycle cellulaire, activée dans  les cellules 
mémoires SAMHD1low.  

De plus, les PEG ont révélé 65 gènes impliqués dans les voies de mort cellulaire, la nécrose et 
l’apoptose, toutes décrites dans un sens d’activation, cependant, à des Z-scores relativement 
faibles (Z-score= 0.42, 0.39 et 0.51, respectivement). Les 31 gènes les plus différenciellement 
exprimés dans ces voies sont représentés sur la figure 13 (Figure. 13) 
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Figure 13. Gènes impliqués dans les voies de mort cellulaire, apoptose et nécrose, activées dans  les 
cellules mémoires SAMHD1low.  

Pour finir, nous avons observé une inhibition considérable des voies de l’infection virale de 
façon générale (Z-score= -3.3), de l’infection par les virus à ARN (Z-score= -2.8) et par le 
VIH-1 de façon particulière (Z-score= -2.7), et de la voie de liaison aux rétrovirus (Z-score= -
1.09). Nous avons révélé une liste de 52 gènes, dont 34 gènes les plus différenciellement 
exprimés sont représentés sur la figure 13 (Figure. 14).  
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Figure 14. Gènes impliqués dans la voie de l’infection virale, inhibée dans  les cellules mémoires 
SAMHD1low.  

Les Figures 15, 16 et 17 (heatmap) résument les niveaux relatifs d’expression des gènes les 
plus différenciellement exprimés et impliqués dans les voies du cycle cellulaire, de la mort 
cellulaire et de l’infection virale. On y voit clairement une surexpression des gènes du cycle 
cellulaire et de la mort cellulaire (en vert) et une surexpression des gènes de l’inhibition de 
l’infection virale (en vert) sur la partie droite des heatmaps (SAMHD1low) en comparaison à la 
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partie gauche (SAMHD1+) (Figures. 15, 16 et 17). Notons que dans la voie « mort 
cellulaire », la population SAMHD1low du donneur 7 se range, plutôt, du côté des populations 
SAMHD1+. 
	
	
	
	
	
	
	

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Heatmap représentant l’expression des gènes impliqués dans la voie de progression du cycle 
cellulaire à partir des transcrits différentiellement exprimés entre les cellules mémoires SAMHD1low 
et SAMHD1+. 
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Figure 16. Heatmap représentant l’expression des gènes impliqués dans la voie de la mort cellulaire à 
partir des transcrits différentiellement exprimés entre les cellules mémoires SAMHD1low et 
SAMHD1+.	
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Figure 17. Heatmap représentant l’expression des gènes impliqués dans la voie de l’infection virale à 
partir des transcrits différentiellement exprimés entre les cellules mémoires SAMHD1low et 
SAMHD1+.	
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ABSTRACT	

	

We	have	recently	reported	the	presence	of	memory	CD4+	T	cells	that	express	low	levels	

of	 SAMHD1	 (SAMHD1low)	 in	 peripheral	 blood	 and	 lymph	 nodes	 from	 infected	 and	

uninfected	 HIV-1	 individuals.	 These	 cells	 were	 enriched	 in	 Th17	 and	 Tfh	 and	 were	

highly	 susceptible	 to	 HIV-1	 infection.	 Here	 we	 investigated	 whether	 SAMHD1low	cells	

contain	 high	 levels	 of	 HIV-1	 DNA	with	 distinct	 sequence	 populations	 that	 distinguish	

them	from	other	cells.	

We	 used	 sorted	 memory	 CD4+	 CD45RO+SAMHD1low,	 CD45RO+SAMHD1+	 and	 naive	

CD45RO-SAMHD1+	cells	from	HIV-1	infected	patients	on	anti-retroviral	therapy	(c-ART)	

to	 perform	 cell-associated	 HIV-1	 DNA	 quantification,	 ultra-deep-sequencing	 of	 partial	

env	(C2/V3)	HIV-1	DNA	and	further	phenotypic	characterization	of	these	subsets.		

We	 show	 that	 in	 addition	 to	 Th17,	 SAMHD1low	 cells	 include	 novel	 CCR6+	 subsets	 that	

lack	CXCR3	and	CCR4,	i.e	CCR6+DN	cells	expressing	a	unique	transcriptional	signature	of	

early	 Th17	 (Wacleche,	 Goulet	 et	 al.	 2016).	 Moreover,	 we	 observed	 that	 memory	

SAMHD1low	cells	from	c-ART	patients	harboured	high	levels	of	HIV-1	DNA	compared	to	

memory	 SAMHD1+	 cells	 (4.5	 [3.1-6.2]	 vs	 3.8	 [2.9-5.7]	 log/106	 cells,	 respectively,	

p=0.009),	 while	 naïve	 SAMHD1+	 showed	 significantly	 lower	 levels	 (3.1	 [1.6-4.4],	

p<0.0001	 and	 p=0.006	 vs	 SAMHD1low	 and	 SAMHD1+	 respectively).	 Importantly,	

phylogenetic	analyses	revealed	well-segregated	HIV-1	DNA	populations	with	significant	

compartmentalization	 between	 SAMHD1low	 and	 SAMHD1+	 cells,	 and	 limited	 viral	

exchange.	 Furthermore,	 we	 confirmed	 that	 %Ki67+	 cells	 were	 significantly	 higher	 in	

memory	SAMHD1low	cells	compared	to	memory	SAMHD1+	(15.2%	[8.56-56.8]	vs	3.37%	

[1.76-8.81]	 respectively,	 p<0.0001)	 and	 importantly	 found	 that,	 while	 there	 was	 no	

correlation	 between	HIV-1	DNA	 and	Ki67	 expression	 in	memory	 SAMHD1+	 and	 naïve	

SAMHD1+	 CD4+	 T-cells	 (r=	 +0.05	 and	 r=	 +0.04	 respectively,	 p>0.05),	 there	 was	 a	

statistically	 significant	 positive	 association	 between	 levels	 of	HIV-1	DNA	 and	Ki67+	 in	

memory	 SAMHD1low	 cells	 (r=	 +0.68,	 p<0.05).	 Altogether	 these	 data	 demonstrate	 that	

highly	 proliferative	 memory	 SAMHD1low	 cells	 with	 well-segregated	 and	

compartimentalized	HIV-1	DNA	populations	contribute	to	HIV-1	persistence.	
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INTRODUCTION		

The	 remakable	 stability	 of	 the	 latent	 HIV-1	 reservoir	 in	 the	 CD4+	 memory	 T	 cell	

population	prevents	viral	eradication	with	current	antiretroviral	therapy	(c-ART).	HIV-1	

persistence	is	established	through	two	major	mechanisms:	constitution	of	a	small	pool	

of	 lifelong	 latently	 infected	CD4+	T-cells	 early	 in	 infection,	 ensuring	 the	persistence	 of	

the	virus	for	decades	during	c-ART	(Siliciano,	Kajdas	et	al.	2003,	Chomont,	El-Far	et	al.	

2009)	 and	 residual	 replication	 of	 the	 virus	 at	 low	 levels	 in	 anatomical	 reservoirs	 in	

which	c-ART	may	not	diffuse	(Fletcher,	Staskus	et	al.	2014).	Identifying	cellular	markers	

expressed	 at	 the	 surface	 of	 these	 cells	 may	 lead	 to	 novel	 therapeutic	 strategies	 to	

eliminate,	or	at	 least	reduce	 the	size	of	 the	HIV-1	reservoir	 (International,	Deeks	et	al.	

2012).		

HIV-1	 populations	 can	 vary	 in	 resistance	 to	 drugs,	 diversity	 and	 cellular	 tropism	 (Si-

Mohamed,	 Kazatchkine	 et	 al.	 2000,	 Zhang,	 Rowe	 et	 al.	 2002,	 Pillai,	 Pond	 et	 al.	 2006).	

Viral	 compartmentalization	 between	 cellular	 subsets	 has	 been	 reported	 ((Fulcher,	

Hwangbo	et	al.	2004,	Potter,	Lemey	et	al.	2004,	Delobel,	Sandres-Saune	et	al.	2005),	and	

the	 dynamics	 of	HIV-1	migration	 between	 anatomical	 compartments	 has	 been	 largely	

investigated	(Pillai,	Good	et	al.	2005,	Smith,	Zarate	et	al.	2009,	Butler,	Delport	et	al.	2010,	

Gianella,	 Mehta	 et	 al.	 2012,	 Chaillon,	 Gianella	 et	 al.	 2014).	 However,	 the	

compartmentalization	 of	HIV-1	 in	 the	 same	pool	 of	 activated	 or	memory	 CD4+	 T	 cells	

within	the	same	infected	individual	has	not	been	investigated.		

HIV-1	 can	 persist	 in	 several	 subsets	 of	 CD4+	 with	 different	 functional	 properties	 and	

trafficking	 potential	 (Chomont,	 El-Far	 et	 al.	 2009,	 Gosselin,	 Monteiro	 et	 al.	 2010,	

Monteiro,	Gosselin	et	al.	2011,	Buzon,	Sun	et	al.	2014,	Jaafoura,	de	Goer	de	Herve	et	al.	

2014,	Wacleche,	 Goulet	 et	 al.	 2016).	 Central	memory	 (TCM)	 and	 transitional	memory	

(TTM)	CD4+
	T	cells	were	identified	as	the	major	cellular	reservoirs	for	HIV-1	during	c-

ART	 (Chomont,	El-Far	et	 al.	2009).	A	 less	differentiated	 subset	of	 long-lived	cells	with	

high	 self-renewal	 capacity,	 the	 stem-cell	 memory	 CD4+	 T	 cells	 (TSCM),	 has	 been	

identified	as	a	main	contributor	to	long-term	HIV-1	persistence	(Buzon,	Sun	et	al.	2014,	

Jaafoura,	de	Goer	de	Herve	et	al.	2014).	Moreover,	T	follicular	helper	(Tfh)	cells	present	

in	 secondary	 lymphoid	 organs	 represent	 a	 target	 for	 HIV-1	 infection	 and	 a	 major	

reservoir	 during	 c-ART	 (Perreau,	 Savoye	 et	 al.	 2013,	 Banga,	 Procopio	 et	 al.	 2016).	 T	
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regulatory	(Tregs),	Th17,	Th1/Th17	CD4+	T	cells,	in	addition	to	cells	co-expressing	CCR6	

and	 CXCR3,	 show	 increasing	 contribution	 to	 the	 viral	 reservoir	 during	 c-ART	

(Andersson,	 Boasso	 et	 al.	 2005,	 Gosselin,	 Monteiro	 et	 al.	 2010,	 Sun,	 Kim	 et	 al.	 2015,	

Khoury,	 Anderson	 et	 al.	 2016).	 Recently,	 Wacleche	 et	 al.	 identified	 two	 novel	 Th17-

polarized	 subsets,	 lacking	 (double	 negative,	 CCR6+DN)	 or	 co-expressing	 CXCR3	 and	

CCR4	(double	positive,	CCR6+DP)	that	support	a	major	contribution	of	HIV-1	persistence	

during	 c-ART	 (Wacleche,	Goulet	 et	 al.	 2016).	 Further	evidence	 focusing	on	elucidating	

the	mechanism(s)	of	viral	dynamics	amd	persistence	in	cellular	subsets	are	still	needed.	

SAMHD1,	a	dNTP	triphosphohydrolase,	restricts	productive	HIV-1	infection	in	dendritic	

cells,	myeloid	cells	(Hrecka,	Hao	et	al.	2011,	Laguette,	Sobhian	et	al.	2011)	and	resting	

CD4+	T	cells	(Baldauf,	Pan	et	al.	2012,	Descours,	Cribier	et	al.	2012).	SAMHD1,	through	

its	deoxynucleoside	triphosphates	(dNTPs)	hydrolase	function,	controls	the	intracellular	

dNTP	pool	(Baldauf,	Pan	et	al.	2012,	Descours,	Cribier	et	al.	2012,	Lahouassa,	Daddacha	

et	 al.	 2012).	The	 restriction	of	HIV-1	 infection	by	SAMHD1	occurs	via	 its	 ribonuclease	

activity	 and	 phosphorylation	 of	 SAMHD1	 inhibits	 this	 restrictive	 function	 (Cribier,	

Descours	et	al.	2013,	Welbourn,	Dutta	et	al.	2013,	White,	Brandariz-Nunez	et	al.	2013).	

Recently,	we	 reported	 that	 circulating	memory	 CD4+	 T	 cells	 comprise	 a	 population	 of	

cells	 expressing	 low	 levels	 of	 SAMHD1	 (Ruffin,	 Brezar	 et	 al.	 2015).	 Those	 memory	

SAMHD1low	 CD4+	T	 cells	were	 highly	 differentiated	 and	 activated	 (CD38+,	 PD-1+,	 HLA-

DR+),	 exhibited	 a	 large	 proportion	 of	 cycling	 cells	 and	 were	 enriched	 in	 Th17	 in	

peripheral	blood.	We	also	demonstrated	that	SAMHD1low	cells	were	more	susceptible	to	

HIV-1	 infection	 and	 thus	 preferentially	 depleted	 in	 HIV-1	 infected	 individuals.	 In	

secondary	 lymphoid	 organs,	 Tfh	 cells	 from	 infected	 patients	 lacked	 the	 expression	 of	

SAMHD1,	which	was	accompanied	by	a	higher	susceptibility	 to	HIV-1	 infection	 in	vitro	

(Ruffin,	Brezar	et	al.	2015).		

In	 the	present	study,	we	 investigated	whether	memory	SAMHD1low	cells	 that	hold	high	

proliferative	 capacity,	 contain	 increased	 levels	 of	 HIV-1	 DNA	 with	 distinct	 HIV-1	

populations,	 viral	 compartmentalization	 and	 migration	 events	 between	 CD4+	 T	 cell	

subsets.	 We	 used	 sorted	 memory	 CD45RO+SAMHD1low,	 CD45RO+SAMHD1+	 and	 naïve	

CD45RO-SAMHD1+	cells	from	c-ART	HIV-1	infected	patients.	
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METHODS	

	

Biological	samples	

Peripheral	 blood	 was	 collected	 from	 healthy	 controls	 (n=13)	 obtained	 from	

Etablissement	 Français	 du	 Sang	 (Créteil,	 France)	 and	 from	 c-ART	 HIV-1	 infected	

individuals	 (n=49),	 were	 recruited	 at	 the	 Department	 of	 Infectious	 Diseases	 in	 Henri	

Mondor	Hospital	 (Créteil,	France).	Patients	 from	this	 cohort	were	used	 for	phenotypic	

characterization	and/or	HIV-1	DNA	quantification	and	sequencing.	HIV-1	 infected	elite	

controllers	(EC,	n=6)	were	included	in	some	experiments.	Table	1	summarizes	patients’	

characteristics;	for	HIV-1	treated	patients,	[median	(range)	CD4+	T-cell	count:	572	(129–

1393)	cells/ml;	HIV-1	RNA:	<20	(0–7404)	copies/ml];	for	EC		(CD4+	count:	900	cells/μl).	

ex-vivo	T-cell	phenotyping		

Fresh	 PBMCs	 were	 isolated	 by	 density	 gradient	 centrifugation.	 FACS	 staining	 was	

carried	out	 in	PBS	1X	supplemented	with	2%	FBS	(foetal	bovine	serum)	 for	30	min	at	

4°C	 using	 the	 following	 fluorochrome-conjugated	 antibodies:	 APC-Vio770	 anti-CD4,	

PerCP-Cy5.5	anti-CD3	 (Milteniy	Biotech,	Paris,	 France),	PE-CF594	anti-CD45RO,	Alexa-

Fluor	647	anti-CCR4,	PE	anti-CXCR3,	PE-Cy7	anti-CCR6	(Becton	Dickinson	Biosciences,	

Pont	 de	 Claix,	 France).	 Intracellular	 staining	 was	 carried	 out	 using	 the	 FoxP3	

permeabilization	solution	kit	according	to	the	manufacturer’s	instructions	(eBioscience,	

Paris,	 France)	 together	 with	 Alexa-Fluor	 488	 anti-SAMHD1	 (from	 O.	 Schwartz’s	 lab;	

Institut	Pasteur,	Paris).	Dead	cells	were	excluded	using	 the	Live/Death	Vivid	detection	

kit	labeled	with	an	aqua	dye	(Invitrogen).	Fluorescence	intensities	were	measured	with	

an	LSR	II	 flow	cytometer	(Becton	Dickinson)	and	analyzed	using	FlowJo	version	10.0.7	

(Tree	Star	Inc.,	Ashland,	Oregon,	USA).	

	

Cell	sorting	

Fresh	 peripheral	 blood	mononuclear	 cells	 (PBMCs)	were	 isolated	 by	 density	 gradient	

centrifugation.	CD4+	T-cells	were	separated	from	PBMCs	using	the	“CD4	T	cell	Isolation	

kit	II”	(Miltenyi	Biotech)	according	to	the	manufacturer’s	instructions.		

Staining	was	performed	on	fresh	samples,	directly	following	PBMCs	collection	and	CD4+	

T-cells	 isolation.	 Cells	 were	 stained	 with	 a	 cocktail	 of	 fluorochrome-conjugated	

antibodies	for	30	min	at	4°C:	APC-Vio770	anti-CD4	(Miltenyi	Biotech),	Pacific	Blue	anti-
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CD3	and	PE-CF594	anti-CD45RO	(BD	Bioscience).	Following	surface	staining,	cells	were	

washed	 once	 in	 PBS	 1X/	 2%	 FBS	 and	 fixed/permeabilized	 using	 the	 “FoxP3	

permeabilization	solution	kit”	according	to	the	manufacturer’s	instructions	(Affymetrix,	

eBioscience).	Intracellular	staining	was	performed	using	Alexa-Fluor	488	anti-SAMHD1	

and	 cells	 were	 immediately	 sorted	 according	 to	 CD45RO	 and	 SAMHD-1	 expression,	

using	a	MoFlo	Astrios	(Beckman	coulter).	

Decross-link	and	DNA	extraction		

HIV-1	DNA	was	 purified	 in	 column	 extraction,	 using	 the	 QIAamp	DNA	Blood	Mini	 Kit	

(Qiagen)	and	additional	decross-link	step.	Sorted	cells	were	washed	and	resuspended	by	

pulse-	vortex	in	200	μl	PBS	1X,	200	μl	lysing	buffer	AL	from	the	QIAamp	DNA	Blood	Mini	

Kit	 supplemented	with	 20	 μl	 Proteinase	K.	 After	 10	min	 incubation	 at	 56°C,	 1.25	mM	

NaCl	 was	 added,	 and	 lysates	 were	 incubated	 for	 another	 4	 hours	 at	 66°C.	 40	 μl	 of	

Proteinase	K	was	added	and	 lysates	were	 incubated	 for	 an	additional	60	min	at	45°C.	

Lysates	were	stored	at	-80°C	or	processed	immediately.		

All	reagents	used	for	subsequent	DNA	extraction	were	provided	from	the	QIAamp	DNA	

Blood	Mini	Kit	(Qiagen).	Following	decross-linking	steps,	tubes	were	incubated	at	100°C	

for	 30	min,	mixed	 by	 pulse-vortexing	 every	 10	min	 and	 cooled	 at	 room	 temperature.	

Tubes	 were	 briefly	 centrifuged	 and	 complemented	 with	 200	 μl	 ethanol	 (96-100%).	

Lysates	were	mixed,	applied	to	the	QIAamp	Mini	spin	columns	and	centrifuged	at	6000	x	

g	for	3	min.	The	columns	were	placed	in	clean	collection	tubes	after	each	centrifugation	

step.	Columns	were	supplied	with	600	μl	buffer	AW1	and	centrifuged	at	6000	x	g	for	3	

min.	Another	600	μl	buffer	AW2	was	added	and	columns	were	centrifuged	at	20,000	x	g	

for	 3	 min,	 then	 centrifuged	 at	 full	 speed	 for	 1	 min	 respectively.	 DNA	 elution	 was	

performed	by	 adding	100	μl	 buffer	AE	preheated	 at	 70°C	 to	 the	 columns.	After	 5	min	

incubation	 at	 room	 temperature,	 tubes	were	 centrifuged	 at	 6000	 x	 g	 for	 3	min.	 DNA	

Eluates	of	nucleic	acid	extract	were	stored	at	-80°C.	

Unfixed	 cells	were	 used	 for	DNA	 extraction	without	 decross-link	 step.	 0.5x106	 PBMCs	

samples	from	each	patient	were	kept	for	this	purpose.	

	

HIV-1	DNA	quantification	

Quantification	of	total	HIV-1	DNA	was	performed	using	the	commercial	kit	«	Generic	HIV	

DNA	Cell	»	 (Biocentric,	Bandol,	France)	Viral	DNA	was	quantifiedin	PBMCs	and	sorted	
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cells	by	real-time	PCR,	by	detecting	and	amplifying	the	LTR	region	of	total	cellular	HIV-1	

DNA,	 integrated	 or	 not.	 The	 quantification	 was	 carried	 out	 on	 20	 μl	 of	 nucleic	 acid	

extract,	with	a	maximum	of	150,000	cells,	according	 to	 the	manufacturer's	protocol.	 It	

was	 calibrated	 by	 carrying	 out	 and	 quantifying	 HIV-1	 DNA	 range	 of	 known	

concentrations	 (6	 to	 6000	 copies	 /	 20	μl	 of	 solution);	 this	DNA	was	derived	 from	 the	

HIV-1	strain	HXB2,	produced	by	the	8E5	cell	line.	Total	cell	number	of	each	sample	was	

determined	by	the	quantification	of	the	albumin	gene.	The	amount	of	HIV-1	DNA	copies	

was	expressed	per	million	PBMCs.		

	

Next	Generation	Sequencing	and	Sequence	Analyses	

Deep	 sequencing	 of	 PCR-amplified	 env	 C2-V3	 (HXB2)	was	 performed	using	 the	Roche	

4.5.4	 GS	 Junior	 platform	 (Basel,	 Switzerland)	 with	 microtiter-plate	 pyrosequencing	

technology.	The	different	stages	of	this	sequencing	required	the	use	of	the	GS	Junior	kit	

emPCR	Kit	Lib-A	(Roche®),	respecting	the	manufacturer’s	protocol.	Read	(FASTA)	and	

quality	 score	 files	 produced	 by	 the	 454	 instruments	 were	 further	 analyzed	 using	 a	

bioinformatics	 pipeline	 available	 at	 https://github.com/veg/HIV-NGS.	 In	 brief,	 high-

quality	 reads	 were	 retained	 and	 aligned	 to	 HXB2	 as	 a	 reference	 sequence	 (without	

generation	 of	 contigs)	 using	 an	 iterative	 codon-based	 alignment	 procedure.	 Identical	

sequence	 reads	 were	 clustered,	 allowing	 identification	 of	 nonredundant	 sequences.	

When	a	cluster	contained	a	minimum	of	ten	identical	sequence	reads,	a	haplotype	was	

inferred,	 and	 the	 proportion	 of	 reads	 in	 each	 haplotype	 was	 collected	 as	 previously	

described		(Chaillon	A,	Gianella	S,.	J	Virol.	2018;	Mehta	SR,	Wertheim	JO,	EBioMedicine.	

2015	 Oct).	 The	 final	 output	 consisted	 of	 a	 list	 of	 representative	 haplotypes	 and	 their	

relative	frequencies.	For	each	sample,	we	then	computed	the	average	pairwise	distance	

(APD)	 between	 reads	with	 at	 least	 100	 overlapping	 base	 pairs	 to	 quantify	 nucleotide	

diversity	 under	 the	 Tamrua	 Nei	 93	 model	 (Tamura	 K,	 Nei	 M.	Molecular	 biology	 and	

evolution	1993).We	also	quantified	the	APD	(i.e.	divergence)	between	HIV-1	populations	

originating	from	different	cellular	subsets	within	each	host.	

Phylogenetic	 analysis.	 HIV	 haplotypes	 above	 a	 minimal	 frequency	 threshold	 of	 0.01	

were	 extracted	 and	 were	 used	 to	 construct	 maximum	 likelihood	 phylogenies	 using	

FastTree	(Price	MN,	Dehal	PS,	Mol	Biol	Evol	2009;	Brodin	J,	Zanini	F,	Elife	2016).	
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Viral	Compartmentalization	

Evaluation	 of	 the	 population	 genetic	 structure	 (i.e.	 compartmentalization)	 was	 first	

assessed	by	the	Fst	approach	defined	as	!!" = 1− !!
!!
,	where	πI	is	the	estimate	of	mean	

pairwise	intra-compartment	genetic	distance	(TN93)	(Chen	W,	Wang	H.	Mol	Phylogenet	

Evol	 2015)	 and	πD	 is	 its	 inter-compartment	 counterpart	 (Hudson	RR.	Genetics	 2000).	

Both	quantities	were	computed	by	comparing	all	reads	from	all	cellular	subsets,	subject	

to	 the	 requirement	 that	 they	 share	 a	 minimum	 150	 aligned	 nucleotide	 positions.	

Subsequently,	to	guard	against	inference	of	compartmentalization	by	skewing	of	allelic	

frequencies	 due	 to	 PCR	 amplification	 and	 other	 biases,	 we	 recomputed	 FST	 by	

discarding	copy	number	counts	for	read	clusters	(i.e.	each	cluster	was	counted	as	having	

only	 one	 sequence),	 i.e.	 all	 haplotypes	 are	 assigned	 a	 relative	 weight	 of	 1.	 Statistical	

significance	 of	 both	 tests	 was	 derived	 via	 1,000	 population-structure	

randomization/permutation	 test.	 We	 also	 performed	 a	 tree-based	 Slatkin-Maddison	

(SM)	 test	 for	 compartmentalization	 (Slatkin	 M,	 Maddison	 WP.	 Genetics	 1989).	 This	

method	determines	 the	minimum	number	of	migration	events	between	compartments	

(i.e.	 cellular	 subset).	 Statistical	 support	was	 determined	by	 comparing	 this	 number	 of	

migration	 events	 to	 the	 number	 of	 events	 that	 would	 be	 expected	 in	 a	 randomly	

structured	 population	 (Zárate	 S,	 Pond	 SLK,	 J	 Virol	 2007;	 Slatkin	 M,	 Maddison	 WP.	

Genetics,1989).	HIV-1	sequenced	populations	were	considered	compartmentalized	if	all	

tests	were	congruent.		
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RESULTS	

	

Memory	CD4+	SAMHD1low	cells	are	depleted	in	c-ART	HIV-1	infected	patients	and	

are	enriched	in	Th17-polarized	CCR6+	populations	

We	 have	 previously	 demonstrated	 that	 peripheral	 blood	memory	 SAMHD1low	 CD4+	 T	

cells	were	enriched	 in	CXCR3-CCR6+CCR4+	Th17	cells	 (Ruffin,	Brezar	et	al.	2015).	Here	

we	sought	to	determine	whether	SAMHD1low	cells	include	novel	CCR6+	subsets	that	lack	

CXCR3	 and	 CCR4	 (Wacleche,	 Goulet	 et	 al.	 2016),	 namely	 double	 negative	 (DN)	 CCR6+	

cells.	These	cells	express	a	unique	 transcriptional	 signature	of	early	Th17	and	contain	

replication	competent	HIV-1,	and	double	positive	(DP)	CCR6+	cells	that	co-express	both	

molecules.		

We	 first	assessed	 the	presence	of	 total	memory	CD4+	SAMHD1low	cells	 (gating	strategy	

Fig.	 1a)	 in	peripheral	blood	of	 c-ART	HIV-1	 infected	patients	 (n=17)	 then	determined	

their	 frequencies	 and	 compared	 them	 to	 uninfected	 individuals	 (n=13).	 We	 found	 a	

significant	decrease	of	%SAMHD1low	cells	in	patients	as	compared	to	uninfected	controls	

(2.97%	[1.27-9.75]	vs	6.79%	[1.83-12.5]	respectively,	P<0.001)	(Fig.	1b).	Moreover	we	

examined	 the	presence	of	 SAMHD1low	 cells	 in	Th17,	Th1Th17,	CCR6+DN	and	CCR6+DP	

cell	 populations	 using	 similar	 gating	 strategies	 as	 previously	 reported	 (Fig.	 1c	 and	

(Wacleche,	Goulet	 et	 al.	 2016)).	We	 found	 a	 significant	 decrease	of	%SAMHD1low	 cells	

amongst	 Th17,	 CCR6+DN	 and	 CCR6+DP	 populations	 in	 c-ART	 HIV-1+	 patients	 as	

compared	to	uninfected	controls	(5.07%	vs	15.3%	P<0.001,	0.84%	vs	1.93%	P<0.05	and	

5.12%	vs	8.82%	P<0.5,	respectively)	(Fig.	1d),	while	they	were	comparable	in	Th1Th17	

compartment	(1.68%	vs	3.63%,	p>0,05).		

	

Next	we	assessed	and	compared	the	percentages	of	 these	4	subsets	 in	SAMHD1low	and	

SAMHD1+	compartments	in	both	HIV-1	infected	and	uninfected	groups.	Consistently,	we	

found	a	significant	enrichment	of	Th17	cells	in	SAMHD1low	compartment	as	compared	to	

Th1Th17,	 CCR6+DP	 and	 CCR6+DN	 in	 HIV-1+	 patients	 (41%	 [17.5-62.5]	 vs	 15.3%	 [3.7-

35.5],	7.95%	[1.18	-22.2]	and	5.62%	[1.75-17.5])	respectively,	P<0.0001)	(Fig.	2a).	This	

trend	 was	 similar	 in	 uninfected	 individuals	 (55%	 [24.6-76.7]	 vs	 11.8%	 [3.18-24.6],	

8.58%	 [3.35-19.7]	 and	 3.8%	 [1.67-8.8])	 respectively,	 P<0.0001).	 Importantly,	 we	

observed	 a	 significant	 decrease	 of	 %Th17	 in	 SAMHD1low	 compartment	 in	 infected	

compared	 to	 uninfected	 individuals	 (41%	 [17.5-62.5]	 vs	 55%	 [24.6-76.7],	 p<0.05),	 in	
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contrast	to	CCR6+DN	cells	that	increased	significantly	(7.95%	[1.18-22.2]	vs	3.8%	[1.67-

8.8],	 p<0.05)	 Fig	 2b).	 No	 significant	 differences	 were	 observed	 in	 the	 SAMHD1+	

compartment	for	Th17	cells	between	infected	and	uninfected	individuals	(17.9%	[6.71-

35]	 vs	 25.1%	 [9.5-47.2],	 p>0.05),	 while	 CCR6+DN	 cells	 increased	 significantly	 (24.8%	

[10.8-35]	vs	14.7%	[6.38-28.4]	p<0.05)	(Fig.	2b).	These	results	point	out	that	Th17	and	

CCR6+DN,	two	major	populations	that	are	susceptible	to	HIV-1	infection,	are	present	in	

SAMHD1low	cells.	

	

Memory	CD4+CD45RO+SAMHD1low	cells	exhibit	the	highest	level	of	HIV-1	DNA.	

Differential	 expression	 of	 CD45RO	 and	 SAMHD1	 molecules	 identifies	

CD45RO+SAMHD1+,	CD45RO+SAMHD1low	memory	and	CD45RO-SAMHD1+	naïve	CD4+	T-

cell	 subsets	 (Ruffin,	 Brezar	 et	 al.	 2015).	 We	 reasoned	 that	 SAMHD1low	 cells,	 that	 are	

enriched	in	Th17	and	CCR6+DN	cells	would	contain	high	levels	of	HIV-1	DNA.		

In	 order	 to	 quantify	 HIV-1	 DNA,	 CD45RO+	 SAMHD1low	 and	 SAMHD1+	 memory	 and	

CD45RO-SAMHD1+	 naïve	 cells	 were	 FACS-sorted	 based	 on	 their	 SAMHD1	 expression	

(low	 or	 high)	 (Fig.	 3a).	 Given	 that	 cells	 required	 fixation	 and	 permeabilization	 for	

staining,	we	developed	 suitable	protocols	 for	nucleic-acids	 extraction	and	quantitative	

PCR	experiments	for	HIV-1	quantification	as	detailed	in	the	methods	part.	

We	 first	 trialed	 our	 new	 protocol	 using	 unfixed	 and	 fixed/permeabilized	 peripheral	

blood	mononuclear	cells	(PBMCs)	to	quantify	and	compare	levels	of	total	HIV-1	DNA	in	

10	HIV-1	infected	individuals	receiving	c-ART,	with	a	limit	of	detection	of	3	copies/PCR.	

We	expressed	each	value	as	number	of	HIV-1	DNA	copy	per	million	of	cells.	The	results	

indicated	that	fixed	and	unfixed	PBMCs	harboured	HIV-1	DNA	at	equivalent	levels	(Fig.	

3b	 left	panel;	median:	1524.07	[179-2947.2]	vs	1159.48	[59.31-3487]	copies/106	cells,	

respectively,	 p=0.6520).	 Importantly,	 HIV-1	 DNA	 copy	 numbers	 in	 fixed	 and	 unfixed	

PBMCs	 were	 significantly	 correlated,	 thus	 showing	 the	 reliability	 of	 our	 protocol	 (r=	

0.96,	p<0.0001,	Fig.	3b	right	panel).	Moreover,	we	measured	and	compared	HIV-1	DNA	

levels	in	CD4+CD45RO+	memory	vs	CD4+CD45RO-	naïve	populations	and	as	expected,	we	

clearly	observed	that	fixed	memory	CD4+	CD45RO+	exhibited	higher	levels	of	HIV-1	DNA	

as	compared	to	 fixed	naïve	CD4+	CD45RO-	T	cells	 (median:	5312.43	[792.55-41939]	vs	

1168.65	[40-12149.21]	copies/106	cells,	respectively,	p=0.0029,	Fig.	3c),	demonstrating	

the	suitability	of	established	protocols	to	quantify	HIV-1	DNA	from	sorted	SAMHD1+	and	

SAMHD1low	CD4+	T-cells.		
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We	next	 determined	whether	 SAMHD1low	cells	 harboured	highest	HIV-1	DNA	 levels	 in	

comparison	 to	 SAMHD1+	 from	 infected	 individuals	 under	 c-ART	 (n=30).	 By	 using	 the	

above	described	protocol,	we	observed	that	memory	SAMHD1low	cells	from	c-ART	HIV-1	

infected	individuals	harboured	high	levels	of	HIV-1	DNA	compared	to	memory	SAMHD1+	

cells	 (4.5	 [3.1-6.2]	 vs	 3.8	 [2.9-5.7]	 log/106	 cells,	 respectively,	 p=0.009),	 while	 naïve	

SAMHD1+	 showed	 significantly	 lower	 levels	 (3.1	 [1.6-4.4],	 p<0.0001	 and	 p=0.006	 vs	

SAMHD1low	 and	 SAMHD1+	 respectively)	 (Fig.	 3d).	 In	 HIV-1	 infected	 elite	 controllers	

group	(EC,	n=6),	both	memory	SAMHD1low	and	SAMHD1+	cells	harboured	low	levels	of	

HIV-1	 DNA	 as	 anticipated	 (1.6	 and	 2.3	 log/106	 cells,	 respectively,	 p>0.05)	 (Fig.	 3e).	

Noteworthy	 naïve	 SAMHD1+	 cells	 from	 EC	 showed	 lower	 DNA	 compared	 to	 naïve	

SAMHD1+	 cells	 from	 c-ART	 HIV-1	 infected	 individuals	 (1.6	 and	 3.1	 log/106	 cells,	

respectively,	p=0.001)	(Fig.	3f).	Of	note,	there	was	no	association	between	levels	of	HIV-

1	DNA	 and	 patients’	 clinical	 characteristics	 (gender,	 age,	 duration	 under	 c-ART,	 nadir	

CD4).	Altogether,	these	results	identify	memory	SAMHD1low	CD4+	T	cells	as	a	novel	cell	

subset	harbouring	high	 levels	of	HIV-1	DNA	among	memory	cells,	 thus	contributing	 to	

HIV-1	reservoir.	

	

HIV-1	 viral	 populations	 are	 differentially	 compartmentalized	 in	 memory	

SAMHD1low	and	SAMHD1+	cells.	

It	is	well	known	that	HIV-1	infects	and	rapidly	disseminates	in	CD4+	T	cells	representing	

thus	a	reservoir	that	will	seed	other	cell	compartments	and	tissues	as	soon	as	c-ART	is	

stopped	 (Kulpa	and	Chomont	2015).	We	 reasoned	 that	HIV-1	 sequences	 identification	

and	 comparison	 across	memory	 SAMHD1low	 and	 SAMHD1+	 as	well	 as	 naïve	 SAMHD1+	

subsets,	will	provide	important	information	on	viral	exchange	and	spread	between	CD4+	

subsets.			

	

To	 reach	 this	 goal,	 we	 performed	 ultra-deep-sequencing	 (UDS,	 454/Roche)	 of	 partial	

HIV-1	env	 (C2/V3)	DNA,	obtained	from	sorted	CD45RO+SAMHD1+	CD45RO+SAMHD1low	

and	naïve	CD45RO-SAMHD1+	CD4+	T-cells	of	12	HIV-1	 infected	 individuals	 receiving	c-

ART.	 Phylogenetic	 analyses	 revealed	well-segregated	HIV-1	DNA	populations	 between	

memory	SAMHD1low	and	SAMHD1+,	and	naïve	SAMHD1+	CD4+	T-cells	subsets	(p<0.001)	

in	all	but	2	individuals	(#11	&	#12	individuals).	Next,	we	applied	non-parametric	test	for	
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population	 structure	 to	 all	 participants	 for	 each	 cellular	 subset.	When	 assessing	 viral	

population	structure	across	all	subsets,	FST	and	Slatkin	Maddison	approaches	confirmed	

significant	compartmentalization	between	SAMHD1low	and	SAMHD1+	cells	in	10	samples	

(Fig.	 4)	 but	 2	 (#11	 &	 #12	 individuals).	 The	 remaining	 2	 individuals	 did	 not	 exhibit	

significant	 signals	 for	 compartmentalization	 represented	 by	 non-homogeneous	

distribution	of	the	three	populations	(Fig.	5).		

	

To	 quantify	 the	 diversity	 of	 HIV-1	 env	 in	 HIV	 population	 originating	 from	 different	

subsets,	 we	 computed	 the	 APD	 between	 reads	 in	 all	 samples	 from	 the	 12	 studied	

individuals.	We	also	determined	 the	genetic	divergence	(i.e.	APD	between	reads)	 from	

different	cellular	subsets	within	host.		

	Every	 individual	 showed	 distinct	 degrees	 of	 HIV-1	 DNA	 diversity	within	 subsets	 and	

divergence	 between	 subsets	 (see	 schematic	 Supplementary	 figure	 1).	 The	 APD	

between	subsets	(i.e.	divergence)	confirmed	the	well-segregated	HIV-1	DNA	populations	

in	 subsets,	 suggesting	 a	 very	 limited	 viral	 exchange.	 We	 then	 used	 Slatkin	 Maddison	

counts	to	provide	a	quantitative	estimate	of	viral	gene	flow	between	each	cell	subset.	We	

confirmed	the	minimal	viral	exchange	represented	by	 low	number	of	migration	events	

originating	 from	both	memory	SAMHD1low	and	SAMHD1+	cells	 toward	naïve	SAMHD1+	

and	memory	 SAMHD1+	cell	 subsets,	 and	 naïve	 SAMHD1+	and	memory	 SAMHD1low	cell	

subsets,	 respectively.	 Limited	 viral	 exchange	 originating	 from	 naïve	 SAMHD1+	 was	

detected,	predominantly	directed	toward	memory	SAMHD1+	cell	subset.		

	

HIV-1	 DNA	 levels	 positively	 correlated	 with	 Ki67	 expression	 in	 memory	

SAMHD1low	cells.		

In	 our	 previous	 study	 we	 reported	 that	 peripheral	 SAMHD1low	 CD4+	 T-cells	 were	

enriched	in	cycling	cells	(Ruffin,	Brezar	et	al.	2015).	Here,	we	evaluated	Ki67	expression	

in	 patients	 and	 assessed	 the	 relationship	 between	 Ki67	 and	 HIV-1	 DNA	 in	 memory	

SAMHD1low	and	SAMHD1+	CD4+	cells.	

We	 first	 investigated	 the	 expression	 of	 Ki67	 in	 c-ART	 HIV-1	 infected	 individuals.	 As	

expected	 and	 as	 previously	 shown	 (Ruffin,	 Brezar	 et	 al.	 2015),	 we	 confirmed	 that	

%Ki67+	cells	were	significantly	higher	in	memory	SAMHD1low	cells	compared	to	memory	

SAMHD1+	and	naïve	SAMHD1+	cells	(15.2%	[8.56-56.8]	vs	3.37%	[1.76-8.81]	and	0.23%	
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[0-0.79]	 respectively,	 p<0.0001)	 (Fig.	 6a	 and	 b).	 We	 next	 assessed	 the	 relationship	

between	Ki67	expression	and	levels	of	HIV-1	DNA	in	SAMHD1low	and	SAMHD1+	memory	

and	SAMHD1+	naïve	cells.	While	there	was	no	correlation	between	HIV-1	DNA	and	Ki67	

expression	in	memory	SAMHD1+	and	naïve	SAMHD1+	CD4+	T-cells	(Fig.	6c	top	right	and	

bottom	panels,	r=	+0.05	and	r=	+0.04	respectively,	p>0.05),	we	observed	a	statistically	

significant	 positive	 association	 between	 levels	 of	 HIV-1	 DNA	 and	 Ki67+	 in	 memory	

SAMHD1low	cells	(r=	+0.68,	p<0.05)	(Fig.	6c,	left	top	panel).		

Moreover,	 on	 few	 patients	 where	 both	 HIV-1	 DNA	 levels	 and	 Th17,	 CCR6+DN	 and	

CCR6+DP	 cell	 frequencies	 were	 available,	 we	 sought	 to	 determine	 if	 viral	 DNA	 was	

associated	to	%	of	one	of	these	subsets.	We	did	not	find	any	correlation	between	HIV-1	

DNA	and	%Th17,	%CCR6+DN	nor	%CCR6+DP	cells	(data	not	shown).	Althogether,	these	

results	suggest	that	Ki67+SAMHD1low	cells	represent	a	reservoir	for	HIV-1.	
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DISCUSSION	

	

The	 goal	 of	 this	 study	 was	 to	 investigate	 whether	 the	 highly	 proliferative	 memory	

SAMHD1low	CD4+	T	cells,	previously	identified	by	our	group	as	being	permissive	to	HIV-1	

and	significantly	depleted	during	infection	(Ruffin,	Brezar	et	al.	2015),	contribute	to	HIV-

1	persistence.	 To	 this	 end	we	performed	HIV-1	DNA	quantification	 and	 sequencing	 in	

sorted	CD4+	memory	CD45RO+SAMHD1low,	CD45RO+SAMHD1+	cells	and	naïve	CD45RO-

SAMHD1+	 cells	 from	 c-ART	 HIV-1	 infected	 individuals	 and	 we	 characterized	 their	

phenotype.	 Our	 results	 demonstrate	 that	 (i)	 Th17	 and	 CCR6+DN-expressing	

transcriptional	signature	of	early	Th17	(Wacleche,	Goulet	et	al.	2016,	Wacleche,	Landay	

et	al.	2017),	two	major	populations	that	are	susceptible	to	HIV-1	infection,	are	present	in	

SAMHD1low	cells,	and	while	 the	 former	decreased	significantly	 in	c-ART	HIV-1	 infected	

compared	 to	 uninfected	 individuals,	 the	 latter	 significantly	 increased;	 (ii)	 memory	

SAMHD1low	 cells	 from	 c-ART	 patients	 carry	 high	 levels	 of	 HIV-1	 DNA	 compared	 to	

SAMHD1+	 cells,	 and	 these	 levels	 positively	 and	 significantly	 correlated	 with	 Ki67	

expression;	(iii)	phylogenetic	analyses	revealed	well-segregated	HIV-1	DNA	populations	

with	 significant	 compartmentalization	 between	 SAMHD1low	 and	 SAMHD1+	 cells	 and	

limited	viral	exchange.	Altogether	these	data	demonstrate	that	memory	SAMHD1low	cells	

contribute	to	HIV-1	persistence.	

	

It	is	well	known	that	persistence	of	long-lived	and	latently	infected	resting	memory	cells	

in	 c-ART	patients,	 represents	 the	major	barrier	 to	 cure	 (Chun,	Finzi	 et	 al.	 1995,	Chun,	

Stuyver	 et	 al.	 1997,	 Finzi,	 Hermankova	 et	 al.	 1997,	Wong,	 Hezareh	 et	 al.	 1997,	 Finzi,	

Blankson	 et	 al.	 1999,	 Siliciano,	Kajdas	 et	 al.	 2003,	 Crooks,	 Bateson	 et	 al.	 2015).	 It	 has	

been	suggested	that	 the	pool	of	 latently	 infected	cells	 is	not	static	and	HIV-1	reservoir	

can	 persist	 through	 cell	 proliferation,	 whether	 it	 is	 homeostatic-	 or	 TCR-	 induced	

(Chomont,	 El-Far	 et	 al.	 2009,	 Soriano-Sarabia,	Bateson	 et	 al.	 2014,	Boritz,	Darko	 et	 al.	

2016),	 but	 also	 through	 provirus	 integration	 into	 cellular	 genes	 associated	 with	 cell	

survival	 and/or	 proliferation	 (Maldarelli,	 Wu	 et	 al.	 2014,	 Wagner,	 McLaughlin	 et	 al.	

2014).	 	 Thus	 low-viral	 replication	 leads	 to	 de	 novo	 cellular	 infection	 and	 constant	

replenishment	of	HIV-1	reservoir.		

Based	on	our	recent	data	where	we	demonstrated	that	SAMHD1	levels	decreased	with	

cell	proliferation,	which	was	associated	with	higher	susceptibility	 to	HIV-1	 infection	 in	
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vitro	 ((Ruffin,	 Brezar	 et	 al.	 2015),	we	 reasoned	 that	memory	 SAMHD1low	 cells	 from	 c-

ART	 infected	 patients	 harbor	 high	 levels	 of	 HIV-1	 DNA	 that	 correlate	 with	 their	

proliferative	 capacity.	 Indeed	 we	 found	 that	 patients’	 memory	 SAMHD1low	 cells	

harboured	significant	high	levels	of	HIV-1	DNA	as	compared	to	memory	SAMHD1+	cells	

and	 expressed	 increased	 Ki67	 levels	 which	 confirms	 previous	 data	 obtained	 with	 a	

different	cohort	of	c-ART	infected	patients	(Ruffin,	Brezar	et	al.	2015).	Most	importantly,	

we	observed	a	statistically	significant	positive	association	between	levels	of	HIV-1	DNA	

and	Ki67	expression	in	memory	SAMHD1low	cells	(r=	+0.68,	p<0.05),	while	there	was	no	

correlation	 between	 HIV-1	 DNA	 and	 Ki67	 expression	 in	 memory	 SAMHD1+,	 which	

strongly	suggest	that	SAMHD1low	CD4+	contribute	to	HIV-1	persistence.	Our	data	are	 in	

accordance	with	a	recent	report	where	 it	has	been	elegantly	shown	that	HIV-1	 targets	

host	DNA	in	a	cell-cycle	dependent	manner	(Kane,	Rebensburg	et	al.	2018).		

Given	 that	 SAMHD1low	cells	 required	 fixation	 and	permeabilization	 for	 cell	 sorting,	we	

could	not	perform	cell	growth	culture	experiments	to	univocaly	demonstrate	that	HIV-1	

from	 these	 cells	 is	 replication-competent.	 Indeed,	 future	 gene	 profiling	 analyses	 of	

sorted	live	cells	should	identify	extracellular	markers	that	will	allow	their	 isolation	for	

functional	studies.		

	

We	next	used	ultra-deep	sequencing	 to	genetically	characterize	HIV-1	DNA	population	

from	 sorted	 memory	 SAMHD1low,	 SAMHD1+	 and	 naive	 SAMHD1+.	 We	 conducted	

phylogenetics	 and	 compartmentalization	 analyses	 to	 investigate	 the	 population	

structure	 and	 dynamics	 of	 HIV-1	 reservoir	 and	 elucidate	 cellular	 processes	 that	

maintain	 it.	 Both	 tree	 topologies	 and	 non-parametric	 tests	 revealed	 well–segregated	

HIV-1	 DNA	 populations	 and	 cell-specific	 compartmentalization	 of	 HIV-1	 DNA	

populations	 across	 the	 three	 cell	 subsets,	 in	 10	 out	 of	 12	 individuals.	 The	

compartmentalization	 between	 memory	 and	 naïve	 CD4+	 T	 cells	 is	 consistent	 with	

previous	 studies	where	distinct	HIV-1	DNA	populations	were	observed	 in	 various	 cell	

subsets	including	total	memory,	activated	and	naïve	CD4+,	blood	monocytes	and	NK	cells	

(Fulcher,	Hwangbo	et	al.	2004,	Delobel,	Sandres-Saune	et	al.	2005,	Choi,	Chaillon	et	al.	

2016).	 Importantly,	 we	 detected	 sustained	 compartmentalization	 between	 memory	

SAMHD1+	 and	 memory	 SAMHD1low	 cells	 revealing	 for	 the	 first	 time	

compartmentalization	 within	 the	 same	 cell	 memory	 pool,	 i.e	 cells	 with	 differential	

SAMHD1	 expression.	 Moreover,	 we	 observed	 limited	 viral	 exchange	 originating	 from	
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naïve	SAMHD1+,	predominantly	directed	toward	memory	SAMHD1+	cell	subset.	In-depth	

phylogenetic	and	statistical	analyses	did	not	reveal	clear	divergence	between	sequences	

from	different	HIV-1	populations	isolated	from	the	three	cell	subsets.	

In	our	previous	 study,	we	 reported	 that	peripheral	 blood	memory	SAMHD1low	CD4+	T	

cells	 were	 enriched	 in	 CXCR3-CCR6+CCR4+	 Th17	 cells	 and	 were	 depleted	 in	 HIV-1	

infected	individuals	(Ruffin,	Brezar	et	al.	2015).	Th17	cells	are	presumed	to	be	the	most	

susceptible	 cells	 to	 HIV-1	 infection	 and	 are	 preferentially	 depleted	 in	 infected	

individuals	 (El	 Hed,	 Khaitan	 et	 al.	 2010,	 Gosselin,	 Monteiro	 et	 al.	 2010,	 Monteiro,	

Gosselin	et	al.	2011,	Alvarez,	Tuen	et	al.	2013,	Bernier,	Cleret-Buhot	et	al.	2013,	Gosselin,	

Wiche	Salinas	et	al.	2017,	Planas,	Zhang	et	al.	2017).	Recently,	Wacleche	et	al.	revealed	

the	 existence	 of	 two	 novel	 CCR6+	 subsets:	 CCR6+DP	 cells	 that	 co-express	 CXCR3	 and	

CCR4	(Wacleche,	Goulet	et	al.	2016,	Wacleche,	Landay	et	al.	2017),	and	CCR6+DN	cells	

that	 lack	both	molecules,	express	a	unique	transcriptional	signature	of	early	Th17	and	

Tfh,	are	able	to	proliferate	in	response	to	IL-2	and	contain	replication	competent	HIV-1.	

Importantly,	this	group	showed	that	in	contrast	to	the	classical	CCR6+	subsets	(Th17	and	

Th17Th1)	that	were	depleted	in	infected	individuals,	CCR6+DN	cells	were	not	(Wacleche,	

Goulet	et	al.	2016,	Wacleche,	Landay	et	al.	2017).	Remarkably,	we	found	that	CCR6+DN	

cells	 were	 preserved	 in	 SAMHD1low	 cells	 from	 infected	 compared	 to	 uninfected	

individuals	 (8%	 vs	 3.8%),	 while	 Th17	 SAMHD1low	 cells	 were	 significantly	 decreased	

(41%	 vs	 55%,	 p<0.05).	 Altogether	 these	 data	 demonstrate	 that	 SAMHD1low	 cells	 are	

enriched	 in	 Th17	 and	 CCR6+DN	 cells,	 two	 major	 targets	 and	 contributors	 to	 HIV-1	

persistence	in	peripheral	blood.	

	

Moreover,	we	observed	that	in	contrast	to	SAMHD1low	cells,	SAMHD1+	cells	contain	less	

Th17	 in	 both	 infected	 and	 uninfected	 individuals	 (41%	 vs	 15.4%	 and	 55%	 vs	 25%,	

respectively)	 and	 their	 depletion	 during	 infection	 was	 non-significant	 (Figure	 2c).	

However,	CCR6+DN	were	more	abundant	in	SAMHD1+	than	in	SAMHD1low	(25.6%	vs	8%	

and	14.7%	vs	3.8%,	respectively),	which	let	us	hypothesize	that	it	might	be	partly	due	to	

high	 SAMHD1	 expression,	 consistent	 with	 its	 role	 as	 a	 restriction	 factor	 that	 inhibits	

viral	 life	 cycle	 and	 cell	 infection	 and	 depletion	 (Hrecka,	 Hao	 et	 al.	 2011,	 Laguette,	

Sobhian	et	al.	2011,	Baldauf,	Pan	et	al.	2012,	Descours,	Cribier	et	al.	2012).		

Furthermore,	 we	 found	 that	 memory	 SAMHD1+	 cells	 from	 c-ART	 infected	 patients,	

harbored	 lower	 HIV-1	 DNA	 copies	 compared	 to	memory	 SAMHD1low	 cells	 (3.8	 vs	 4.5	



	 	 	 	 	169	

log/106	cells	respectively,	p=0.009)	but	these	levels	were	not	negligible	when	compared	

to	naïve	SAMHD1+	cells	 (3.8	vs	3.1	 log/106	cells	respectively,	p=0.006).	Here	again	we	

can	 hypothesize	 that	 the	 presence	 of	 SAMHD1	molecule	 as	 a	 restriction	 factor	might	

cause	hypermutations	that	lead	to	the	generation	of	defective	proviruses	as	it	has	been	

demonstrated	for	APOBEC3G	another	restriction	factor	(Ho,	Shan	et	al.	2013,	Cohn,	Silva	

et	al.	2015).	Indeed	these	hypotheses	need	to	be	formally	demonstrated.		

	

Previous	work	 suggested	 a	 role	 of	 homeostatic	 proliferation	 as	 a	 cause	 of	 persistence	

(Chomont,	 El-Far	 et	 al.	 2009,	 Wightman,	 Solomon	 et	 al.	 2010).	 Cytokines	 such	 as	

interleukin	7	(IL-7)	and/or	interleukin	2	(IL-2),	are	known	to	enhance	the	survival	and	

proliferation	 of	 memory	 CD4+	 T	 cells	 (Geginat,	 Sallusto	 et	 al.	 2003,	 Kondrack,	

Harbertson	 et	 al.	 2003,	 Chomont,	 El-Far	 et	 al.	 2009)	 and	 IL-7	has	 also	been	 shown	 to	

induce	 proliferation	 of	 latently	 infected	 cells	 without	 viral	 reactivation	 or	 genetic	

diversification	 (Chomont,	 El-Far	 et	 al.	 2009,	 Bosque,	 Famiglietti	 et	 al.	 2011).	 The	 fact	

that	 SAMHD1low	 cells	 showed	 high	 proliferative	 capacity	 in	vivo,	 which	was	 positively	

correlated	with	HIV-1	DNA,	suggested	to	us	that	they	could	be	sensitive	to	IL-7	and/or	

IL-2	 induced-homeostatic	 proliferation.	 To	 this	 end,	we	 assessed	 IL-7	 receptor	 alpha-

chain	 (CD127)	 and	 IL-2	 receptor	 alpha-chain	 (CD25)	 expressions	 in	 ex	 vivo	 memory	

SAMHD1low	 and	 SAMHD1+	 cells	 from	 infected	 and	 uninfected	 individuals.	 Our	 data	

revealed	 higher	 CD25	 and	 lower	 CD127	 expressions	 in	 SAMHD1low	 cells	 compared	 to	

SAMHD1+	(p<0.05	and	supplementary	figure	2),	ruling	out	therefore	the	role	of	IL-7	in	a	

possible	 homeostatic	 proliferation,	 and	 suggesting	 that	 IL-2	 might	 play	 a	 role	 in	 this	

context.	Indeed,	these	observations	need	to	be	confirmed.			

	

Our	study	provides	evidence	that	memory	SAMHD1low	CD4+	T	cells	with	unique	features	

represent	 an	 important	 target	 for	 HIV-1	 infection.	 This	 subset	 includes	 highly	

differenciated	 and	 cycling	 cells	 that	 contain	 high	 levels	 of	 HIV-1	 DNA	 with	 well-

segregated	 sequence	 populations	 and	 significant	 compartmentalization	 with	 a	 very	

limited	viral	exchange	across	subsets,	i.e	naïve	and	SAMHD1+.		

	

The	limited	sample	size	and	sequenced	HIV-1	coding	region	(parital	HIV-1	env)	prevent	

us	 to	 rule	 out	 that	 viral	 exchange	 may	 occur	 between	 cellular	 subsets,	 with	 other	

treatment	regimens	or	in	other	populations.	Another	limitation	of	this	report	is	the	use	
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of	the	454	sequencing	platform,	which	is	more	prone	to	homopolymer-associated,	per-

base	 errors	 (Gilles,	Meglecz	 et	 al.	 2011)	 and	 artifact	 recombination	 (Shao,	 Boltz	 et	 al.	

2013).	To	overcome	this	limitation,	we	applied	rigorous	quality	control	procedures	for	

deep	 sequencing,	 as	 previously	 described	 in	 our	 group	 and	 others	 (Schmieder	 and	

Edwards	2011,	Watson,	Welkers	et	al.	2013,	Chaillon,	Gianella	et	al.	2018).	Our	validated	

bioinformatics	pipeline	includes	strict	quality	filtering	steps	(Wagner,	Pacold	et	al.	2014,	

Carter,	Wagner	et	al.	2015,	Fisher,	Smith	et	al.	2015)	and	only	quality-controlled	reads	

were	 included	 in	 the	 analysis	 (Chaillon,	 Nakazawa	 et	 al.	 2017).	 Future	 studies	 using	

more	recent	sequencing	technologies	that	are	less	prone	to	single-base	errors,	the	use	of	

Primer	 ID	(Zhou,	 Jones	et	al.	2015)	or	single	genome	amplification/Sanger	sequencing	

(Boltz,	Rausch	et	al.	2016)	in	different	settings	could	also	be	enlightening.	

	

Nevertheless,	 to	 our	 knowledge	 this	 is	 the	 first	 study	 revealing	 such	

compartmentalizations	 in	 viral	 sequences	 between	 cells	 from	 the	 same	memory	 pool.	

These	data	provide	valuable	information	for	exploring	the	dynamics	of	HIV-1	in	memory	

CD4+	T	cell	compartment.	Future	studies	will	address	whether	HIV-1	 from	SAMHD1low	

cells	 is	 replication-competent.	 Altogether	 these	 data	 open	 new	 avenues	 for	 HIV-1	

research	toward	an	HIV	cure.	

	 	



	 	 	 	 	171	

Acknowledgements:	The	authors	would	 like	to	thank	all	patients	who	participated	 in	

the	study.	They	also	thank	P.	Tisserand	for	technical	assistance,	A.	Guguin	and	A.	Henry	

from	IMRB	facility	for	cell	sorting.	

	

Funding:	This	study	was	funded	by	the	Agence	Nationale	pour	la	Recherche	sur	le	SIDA	

et	les	hepatites	virales	(ANRS),	the	Vaccine	Research	Institute	(VRI).	

	

Author	 contributions:	 L.H.	 designed	 and	 performed	 experiments,	 analysed	 the	 data	

and	wrote	the	manuscript;	A.C.	analysed	the	data,	participated	to	discussions	and	edited	

the	 manuscript;	 M.L.N.	 performed	 experiments;	 N.R.	 participated	 to	 discussions	 and	

edited	 the	 manuscript;	 M.S.	 analysed	 the	 data;	 D.M.S.	 edited	 the	 manuscript;	 J.D.L.	

organized	 patients	 recruitment	 and	 provided	 blood	 samples;	 C.D.	 participated	 to	

discussions	 and	 edited	 the	manuscript;	 Y.L.	 organized	 patients	 recruitment,	 provided	

blood	samples,	participated	to	discussions	and	edited	the	manuscript;	N.S.	conceived	the	

study,	 designed	 and	 supervised	 all	 experiments,	 analysed	 the	 data	 and	 wrote	 the	

manuscript.	

	

Competing	interests:	The	authors	declare	no	conflict	of	interest.	

 

  



	 	 	 	 	172	

FIGURES		&	LEGENDS	

	
Figure	 1.	 Memory	 CD4+	 SAMHD1low	 cells	 are	 depleted	 in	 c-ART	 HIV-1	 infected	
patients	 and	 enriched	 in	 Th17-polarized	 CCR6+	 populations.	 Fresh	 PBMCs	 from	
HIV-1	negative	(HIV-,	n=13)	and	HIV-1	infected	individuals	receiving	c-ART	(cART+	HIV-
1+,	 n=17)	 were	 stained	 with	 a	 cocktail	 of	 fluorochrome-conjugated	 -CD3,	 -CD4,	 -
CD45RO,	 -CXCR3,	 -CCR4,	 -CCR6	 and	 -SAMHD1	 monoclonal	 antibodies.	 A	 viability	
staining	 was	 used	 to	 exclude	 dead	 cells.	 (a)	 Gating	 strategy	 for	 naïve	 SAMHD1+	
(CD45RO-	 SAMHD1+),	 memory	 SAMHD1+	 (CD45RO+SAMHD1+),	 memory	 SAMHD1low	
(CD45RO+SAMHD1low)	 cells.	 (b)	 Percentages	 of	memory	 SAMHD1low	 cells	 among	 total	
memory	 CD4+	 T-cells	 from	 HIV-	 and	 c-ART+	 HIV-1+	 patients.	 (c)	 Gating	 strategy	 for	
memory	 SAMHD1+	 and	 SAMHD1low	 cells	 among	 T	 helper	 17	 (Th17:	 CD45RO+CXCR3-
CCR4+CCR6+),	 Th1/Th17	 (CD45RO+CXCR3+CCR4-CCR6+),	 CCR6+	 double	 positive	 DP	
(CCR6+CXCR3+CCR4+),	 CCR6+	 double	 negative	 DN	 (CCR6+CXCR3-CCR4-)	 cells.	 (d)	
Percentages	of	CCR6+	Th17,	Th1/17,	R6+	(CCR6+)	DN,	R6+DN	cells	among	gated	memory	
SAMHD1low	 CD4+	 T-cells	 in	 uninfected	 vs	 HIV	 infected	 individuals.	 Data	 represent	
median	with	interquartile	range.	*p<0.05,	**p<0.01	and	***p<0.001,	t-test,	one-way	and	
2-way	ANNOVA	tests	followed	by	Bonferroni	post-tests.	
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Figure	2.	Memory	CD4+	SAMHD1low	cells	are	enriched	in	Th17	cells.	(a)	Percentages	
of	CCR6+	Th17,	Th1/17,	R6+DP,	R6+DN	cells	among	gated	memory	SAMHD1low	CD4+	T-
cells	in	uninfected	vs	HIV	infected	individuals	(b)	Percentages	of	CCR6+	Th17	and	R6+DN	
cells	among	gated	memory	SAMHD1low	and	SAMHD1+	CD4+	T-cells	in	uninfected	vs	HIV	
infected	 individuals.	 (c)	 Percentages	 of	 CCR6+	 Th17,	 Th1/17,	 R6+DP	 and	 R6+DN	 cells	
among	 gated	memory	 SAMHD1low	 and	 SAMHD1+	 CD4+	 T-cells.	 Data	 represent	median	
with	 interquartile	range.	 *p<0.05,	 **p<0.01	and	***p<0.001,	 t-test,	one-way	and	2-way	
ANNOVA	tests	followed	by	Bonferroni	post-tests.	
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Figure	3.	 	Memory	CD4+	CD45RO+	SAMHD1low	 cells	 exhibit	 the	highest	 level	 of	HIV-1	DNA.	
Peripheral	blood	samples	were	collected	from	36	HIV-infected	individuals	receiving	c-ART	and	6	
Elite	 Controller.	 Fresh	 PBMCs	 were	 stained	 with	 anti-CD3,	 -CD4,	 -CD45RO	 and	 -SAMHD1.	 The	
three	 cell	 subsets:	memory	CD4+	CD45RO+	SAMHD1low,	 CD4+	CD45RO+	SAMHD1+	 and	naive	 CD4+	

CD45RO-	SAMHD1+	were	sorted	by	FACS.	Protocols	 for	DNA	extraction	and	PCR	experiments	on	
permeabilized	 and	 fixed	 cells	 have	 been	 optimized	 using	 bulk	 PBMCs	 from	 10	 HIV-1	 infected	
individuals	receiving	c-ART.	Levels	of	total	HIV-1	DNA	were	quantified	by	Nested	real-time	PCR	in	
sorted	 cells	 ex	 vivo.	 (a)	 Gating	 strategy	 for	 memory	 CD4+CD45RO+SAMHD1low,	
CD4+CD45RO+SAMHD1+	 and	 naive	 CD4+CD45RO-SAMHD1+.	 (b)	 Levels	 of	 total	 HIV-1	 DNA	 in	
unfixed	PBMCs	 from	HIV-1	 infected	 individuals	 receiving	 c-ART	 (n=10)	 compared	head-to-head	
with	 fixed	 PBMCs	 from	 the	 same	 individuals.	 (c)	 Levels	 of	 total	 HIV-1	 DNA	 in	 sorted	memory	
CD45RO+	 and	 naïve	 CD45RO-	 cells.	 (d)	 Levels	 of	 total	 HIV-1	 DNA	 in	 sorted	 memory	
CD4+CD45RO+SAMHD1low,	CD4+CD45RO+SAMHD1+	and	naive	CD4+CD45RO-SAMHD1+	from	HIV-1	
infected	 individuals	 receiving	 c-ART.	 (e)	 Levels	 of	 total	 HIV-1	 DNA	 in	 sorted	 memory	
CD4+CD45RO+SAMHD1low,	 CD4+CD45RO+SAMHD1+	 and	 naive	 CD4+CD45RO-SAMHD1+	 from	 Elite	
Controllers	(HIV+	EC).	(f)	Levels	of	total	HIV-1	DNA	in	sorted	naive	CD4+CD45RO-SAMHD1+	from	
HIV-1	 infected	 individuals	 receiving	 c-ART	 and	 Elite	 Controllers.	 Data	 represent	 median	 with	
interquartile	range.	*p<0.05,	**p<0.01	and	***p<0.001,	 t-test,	one-way	and	2-way	ANNOVA	tests	
followed	by	Bonferroni	post-tests.	
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Figure	4.	Distinct/well-segregated	HIV-1	DNA	populations	 in	both	memory	CD4+	
CD45RO+	SAMHD1low,	 CD4+	CD45RO+	SAMHD1+	and	naive	CD4+	CD45RO-	SAMHD1+	
subsets.	 Ultra-deep-sequencing	 (UDS,	 454/Roche)	 of	 partial	 env	 (C2/V3)	 HIV-1	 DNA	
(n=12	 HIV-1	 infected	 individuals	 receiving	 c-ART)	 was	 performed.	 Neighbor-joining	
phylogenetic	 trees	 representing	 compartmentalized	and	equilibrated	viral	populations	
in	10	patients	out	of	12	studied	patients.	Genetic	distance	is	 indicated	with	a	scale	bar	
(number	of	nucleotide	substitutions	per	site).	Shown	are	results	for	the	10	individuals.	
HIV	 haplotypes	 were	 extracted	 from	 reads	 covering	 partial	 Env.	 Env	sequences	 from	
naive	 CD4+CD45RO-SAMHD1+,	 memory	 CD4+CD45RO+SAMHD1+	 and	
CD4+CD45RO+SAMHD1low	are	depicted	 in	 red,	blue,	and	green,	 respectively.	Tip	size	 is	
proportional	to	variant	frequency.	Scale	bars	are	in	substitutions/site.		
	

	

	

	

	

	

	

	
	
Figure	5.	Non-compartmentalization	of	HIV-1	DNA	populations	in	both	memory	
CD4+	CD45RO+	SAMHD1low,	CD4+	CD45RO+	SAMHD1+	and	naive	CD4+	CD45RO-	
SAMHD1+	subsets	in	2	patients	out	of	the	12	studied	patients.	2	individuals	with	
non-compartmentalization	and	mixed-up	haplotypes.		
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Figure	 6.	 Total	 HIV-1	 DNA	 levels	 positively	 correlate	 with	 Ki67	 expression	 in	
memory	SAMHD1low	cells.	Frozen	PBMCs	from	HIV-1	infected	individuals	receiving	c-
ART	 (cART+	HIV-1+,	n=17)	were	 stained	with	a	 cocktail	 of	 fluorochrome-conjugated	 -
CD3,	-CD4,	-CD45RO,	and	-SAMHD1	monoclonal	antibodies.	A	viability	staining	was	used	
to	 exclude	 dead	 cells.	 (a)	 Gating	 strategy	 for	 Ki67+	 and	 Ki67-	 cells	 among	 naïve	
SAMHD1+	 (CD45RO-	 SAMHD1+),	 memory	 SAMHD1+	 (CD45RO+SAMHD1+)	 and	 memory	
SAMHD1low	 (CD45RO+SAMHD1low)	 compartments.	 (b)	 Percentages	 of	 Ki67+	 cells	
amongst	SAMHD1+	and	SAMHD1low	CD4+	T	 cells.	(c)	Correlations	between	HIV-1	DNA	
levels	and	Ki67	expression	of	naïve	SAMHD1+	(CD45RO-	SAMHD1+),	memory	SAMHD1+	
(CD45RO+SAMHD1+)	 and	 memory	 SAMHD1low	 (CD45RO+SAMHD1low)	 cells.	 Data	
represent	 median	 with	 interquartile	 range.	 *p<0.05,	 **p<0.01	 and	 ***p<0.001,	 t-test,	
one-way	and	2-way	ANNOVA	tests	followed	by	Bonferroni	post-tests.	
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Supplementary	 figure	 1.	 Represented	 are	 mean	 distances	 between	 subsets	 and	
mean	distances	within	each	subset	(Tip	size	is	proportional	to	distance).	Ultra-deep-
sequencing	 (UDS,	454/Roche)	of	partial	env	 (C2/V3)	HIV-1	DNA	(n=12	HIV-1	 infected	
individuals	 receiving	c-ART)	was	performed.	 Shown	are	results	 for	 the	12	 individuals.	
HIV	 haplotypes	 were	 extracted	 from	 reads	 covering	 partial	 Env.	 Env	sequences	 from	
naive	 CD4+CD45RO-SAMHD1+,	 memory	 CD4+CD45RO+SAMHD1+	 and	
CD4+CD45RO+SAMHD1low	are	depicted	 in	 red,	blue,	 and	green,	 respectively.	 Scale	bars	
are	in	substitutions/site.		
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Supplementary	figure	2.	Higher	CD25	and	lower	CD127	expressions	in	SAMHD1low	
cells	compared	to	SAMHD1+	cells.	Fresh	PBMCs	from	HIV-1	negative	(HIV-,	n=7)	and	
HIV-1	 infected	 individuals	 receiving	 c-ART	 (cART+	HIV-1+,	n=16)	were	 stained	with	a	
cocktail	of	fluorochrome-conjugated	-CD3,	-CD4,	-CD45RO,	-CD127,	-CD25	and	-SAMHD1	
monoclonal	 antibodies.	 A	 viability	 staining	was	 used	 to	 exclude	 dead	 cells.	 (a)	Gating	
strategy	 for	 memory	 SAMHD1+	 (CD45RO+SAMHD1+),	 memory	 SAMHD1low	
(CD45RO+SAMHD1low),	CD25+	and	CD127+	cells.	(b)	Percentages	of	CD25+	cells	among	
memory	SAMHD1low	and	memory	SAMHD1+	CD4+	T-cells	from	HIV-1-	and	c-ART+	HIV-
1+	patients.	 (c)	 Percentages	 of	 CD127+	 cells	 among	memory	 SAMHD1low	 and	memory	
SAMHD1+	CD4+	T-cells	from	HIV-1-	and	c-ART+	HIV-1+	patients.		Data	represent	median	
with	 interquartile	range.	 *p<0.05,	 **p<0.01	and	***p<0.001,	 t-test,	one-way	and	2-way	
ANNOVA	tests	followed	by	Bonferroni	post-tests.	
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Table 1. Patients’ characteristics. 
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Discussion 

Le premier objectif de mon projet de thèse était de caractériser d’avantage les lymphocytes T 
CD4+ mémoires SAMHD1low hautement prolifératifs et activés (Ki67+, CD38+, HLA-DR+), 
précédemment décrits comme permissifs à l’infection par le VIH-1 in vitro (Ruffin, Brezar et 
al. 2015). Nous avons dans un premier temps approfondi le phénotype des lymphocytes T 
CD4+ SAMHD1low et SAMHD1+ par cytometrie en flux dans le but de déterminer les 
proportions de cellules mémoires activées/épuisées et sénescentes, étant donné leur profil 
hautement mature et différencié précédemment observé (Ruffin, Brezar et al. 2015).  

Il a été montré qu’au cours de l’infection par le VIH-1, il existe une lymphopénie chronique et 
profonde qui induit une prolifération homéostatique intensive (Bell, Sparshott et al. 1987, 
Rocha, Dautigny et al. 1989). Cette lymphopénie est inversement corrélée au nombre de 
lymphocytes T CD4+ cycliques (Sousa, Carneiro et al. 2002, Anthony, Yoder et al. 2003). La 
prolifération homéostatique intensive provoque l'épuisement et / ou la sénescence des 
lymphocytes T avec une activité fonctionnelle compromise (Effros and Pawelec 1997). 
L'épuisement et la sénescence ont été décrits comme deux mécanismes importants impliqués 
dans le dysfonctionnement des lymphocytes T et associés au déséquilibre immunitaire dans le 
cadre de l’infection par le VIH-1 (Palmer, Blyveis et al. 2005, Freeman, Wherry et al. 2006, 
Wherry, Ha et al. 2007, Khaitan and Unutmaz 2011). 

L'épuisement immunitaire est une diminution progressive de la réactivité des lymphocytes T 
pouvant faire suite à une exposition prolongée à l'antigène (Angelosanto, Blackburn et al. 
2012). Ce phénomène d'épuisement des cellules T est accompagné de l'expression de 
différents marqueurs de surface qui ont été utilisés comme marqueurs d'épuisement, 
notamment PD-1 et 2B4 (Khaitan and Unutmaz 2011, Pombo, Wherry et al. 2015), et 
représente un mécanisme important de persistance virale (Zajac, Blattman et al. 1998).  

Nos résultats de caractérisation phénotypique montre que les lymphocytes T CD4+ mémoires 
SAMHD1low hautement prolifératifs, expriment fortement les marqueurs 
d’activation/épuisement CD25, PD-1 et CD95. Ces résultats vont dans le même sens que 
ceux de notre étude précédente décrivant les cellules SAMHD1low comme étant 
significativement plus activées (CD38+, HLA-DR+) que les cellules SAMHD1+. De plus, 
nous avions rapporté que les cellules Tfh des ganglions lymphatiques, majoritairement 
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SAMHD1low (Ruffin, Brezar et al. 2015) et principale source de cellules infectées comparé à 
toute autre sous-population de lymphocytes T CD4+, expriment fortement PD-1 
(CXCR5+PD-1high) à leur surface (Petrovas, Yamamoto et al. 2012, Perreau, Savoye et al. 
2013, Xu, Weatherall et al. 2013, Kohler, Pham et al. 2016). Nos résultats sont en 
corrélation avec ceux obtenus par le groupe de Sekaly qui a montré en 2009 que les cellules T 
CD4+ prolifératives expriment fortement PD-1 et représentent un réservoir du virus 
(Chomont, El-Far et al. 2009). Par ailleurs, nous nous sommes intéressés à l’expression du 
marqueur CD127 (la chaîne alpha du récepteur à l’IL-7) par les cellules mémoires 
SAMHD1low, décrit comme étant down-régulé par les cellules mémoires activées (Appay, van 
Lier et al. 2008). Nous révélons que les cellules CD45RO+ CD25+ SAMHD1low expriment de 
manière plus faible ce marqueur en comparaison aux cellules mémoires SAMHD1+, 
confirmant ainsi leur caractère de cellules mémoires activées. 

Dans notre étude, nous avons aussi révélé que l’expression de CD95 était significativement 
augmentée à la surface des cellules SAMHD1low. Ces cellules ont été précédemment décrites 
comme étant activées (CD38+, HLA-DR+) et fortement différenciées (CCR7+/-, CD27+/-) 
(Ruffin, Brezar et al. 2015).  Le CD95 est un marqueur apoptotique qui joue un rôle 
important dans la pathogenèse du VIH-1 (Poonia, Pauza et al. 2009), cependant, il est 
également régulé positivement après l'activation des lymphocytes T (Paulsen and Janssen 
2011) et, par conséquent, les niveaux accrus de CD95 que nous avons trouvés sur les cellules 
mémoires SAMHD1low pourraient être liés au statut d'activation de cette sous-population 
cellulaire et non pas nécessairement indicative de l'apoptose. 

Dans le cadre de l’infection par le VIH-1, l’activation immunitaire et l’inflammation 
chronique entrainent, à terme, un épuisement des capacités du système immunitaire et son 
vieillissement prématuré. La sénescence du compartiment lymphocytaire T peut se mesurer 
dans le compartiment périphérique par un phénotype cellulaire spécifique: perte de la co-
expression de CD28 (molécule de co-stimulation T essentielle) et de CD27 (molécule 
d’adhésion), et augmentation de l’expression d CD57 (notamment dans des conditions 
d’activation chronique) qui est corrélée à une prédisposition à l'apoptose (Palmer, Blyveis et al. 
2005). L'infection par le VIH-1 est caractérisée par la présence d’une forte proportion de 
lymphocytes T sénescents (Papagno, Spina et al. 2004). Nos résultats ont montré que les 
cellules mémoires SAMHD1low expriment faiblement les marqueurs CD27/CD28 et CD57. 
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Cependant, aucune différence n’a été observée dans l’expression de ces marqueurs entre les 
cellules mémoires SAMHD1low et SAMHD1+. Le concept selon lequel la sénescence des 
cellules T survient à la suite de nombreux cycles de prolifération (Effros and Pawelec 1997) 
n’a pas été observé dans le cas des cellules mémoires CD45RO+ SAMHD1low, suggérant que 
ces cellules ne présentent pas un profil de sénescence par rapport aux cellules SAMHD1+ 
malgré leur caractère hautement prolifératif.  

Dans notre précédente étude, nous avons démontré que les lymphocytes T CD4+ 
représentaient un pool de cellules activées, différenciées et prolifératives contenant des cellules 
avec différentes fonctions, notamment Th17 (CCR6+CXCR3-CCR4+), Th1/Th17 
(CCR6+CXCR3+CCR4-), Th1(CCR6-CXCR3+CCR4-), Th2 (CCR6-CXCR3-CCR4+), 
Treg (CD127lowCD25hi), Tfh-Like (CXCR5+PD-1+). Nous avons également révélé que les 
cellules mémoires SAMHD1low du sang périphérique étaient enrichies en cellules 
CCR6+CXCR3-CCR4+ Th17 et étaient significativement déplétées chez les patients infectés 
et traités. De plus, nous avons démontré que les cellules SAMHD1low étaient enrichies en Tfh 
(CXCR5+PD-1+Bcl6+) dans les ganglions lymphatiques et que ce pool de Tfh majoritairement 
SAMHD1low était maintenu et préservé chez les patients infectés et traités en comparaison 
aux sujets non infectés (Ruffin, Brezar et al. 2015).  Dans mon projet, nous avons confirmé 
que les cellules SAMHD1low sont enrichies en Th17 dans le sang périphérique et 
significativement déplétées au cours de l’infection par le VIH-1, en utilisant une cohorte de 
patients VIH-1+ différente de celle utilisée dans notre étude précédente. D’autre part, nous 
révélons qu’en plus du sang périphérique et des ganglions lymphatiques, les lymphocytes T 
CD4+ mémoires SAMHD1low sont également présents dans le tractus gastro-intestinal de 
sujets non infectés et de patients infectés par le VIH-1. En effet, en utilisant des biopsies 
rectales provenant de patients infectés, nous avons observé que de la même manière qu’en 
périphérie, les cellules SAMHD1low sont significativement déplétées au cours de l’infection 
par le VIH-1 dans le tractus gastro-intestinal. De manière encore plus intéressante, nous 
avons observé que ces cellules étaient présentes en plus grandes proportions dans le tractus 
gastro-intestinal que dans le sang périphérique de patients infectés et traités. Nous n’avons 
malheureusement pas pu étudier de manière approfondie le phénotype des cellules 
SAMHD1low dans les intestins comme nous l’avions fait pour le sang périphérique étant 
donné la rareté et faible quantité de cellules récupérées à partir des biopsies rectales. Cette 
partie de l’étude mériterait d’être approfondie dans des études futures.  
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Les cellules Th17 ont été décrites comme étant les cellules les plus susceptibles à l’infection 
par le VIH-1 et sont préférentiellement déplétées chez les individus infectés (El Hed, Khaitan 
et al. 2010, Gosselin, Monteiro et al. 2010, Monteiro, Gosselin et al. 2011, Alvarez, Tuen et 
al. 2013, Bernier, Cleret-Buhot et al. 2013, Gosselin, Wiche Salinas et al. 2017, Planas, 
Zhang et al. 2017). Récemment, deux sous-populations de cellules Th17 ont été 
caractérisées  par le groupe d’Ancuta: co-exprimant ou non les deux récepteurs de chimiokine 
CXCR3 et CCR4, appelés doubles négatives (CCR6+DN; CXCR3-CCR4-) et doubles 
positives (CCR6+DP; CXCR3+CCR4+) (Wacleche, Goulet et al. 2016). Les cellules CCR6+ 
DN expriment un profil transcriptionnel unique de développement précoce de Th17 (IL-17F, 
STAT3) et de Tfh  (CXCR5, MYC, TERC), sont capables de proliférer en réponse à IL-2 et 
contiennent du VIH-1 compétent pour la réplication. De manière importante, ce groupe a 
montré que, contrairement aux sous-populations cellulaires classiques CCR6+ (Th17 et 
Th17Th1) qui sont déplétées chez les patients infectés, les cellules de CCR6+ DN sont 
préservées (Wacleche, Goulet et al. 2016, Wacleche, Landay et al. 2017). De plus, les sous-
populations CCR6+DN et CCR6+DP sont toutes les deux sensibles à l'infection par le VIH-1 
in vitro et contiennent des taux relativement élevés d'ADN viral intégré chez les sujets infectés 
sous traitement c-ART (Wacleche, Goulet et al. 2016) et la réactivation du VIH-1 était 
préférentiellement observée dans les cellules CCR6+DN. Nous avons montré que les cellules 
Th17 et CCR6+DN, deux sous-populations cellulaires susceptibles à l’infection par le VIH-1, 
sont présentes dans le compartiment SAMHD1low. Nous avons observé que dans ce 
compartiment, les cellules CCR6+DN étaient préservées chez les patients infectés en 
comparaison aux sujets non infectés (8% vs 3.8%, p<0.05), tandis que les cellules Th17 
SAMHD1low étaient déplétées de manière significative (41% vs 55%, p <0.05). Globalement, 
ces données démontrent que les cellules SAMHD1low sont enrichies en cellules Th17 et 
CCR6+DN, deux cibles majeures contribuant à la persistance du VIH-1 dans le sang 
périphérique. 

De plus, nous avons observé que, contrairement aux cellules SAMHD1low, les cellules 
SAMHD1+ contiennent moins de Th17 chez les individus infectés et non infectés 
(respectivement 41% contre 15,4% et 55% contre 25%) et que leur déplétion au cours de 
l'infection était non significative. Cependant, les CCR6+DN étaient plus abondants dans le 
compartiment SAMHD1+ que dans le compartiment SAMHD1low (25,6% vs 8% et 14,7% vs 
3,8%, respectivement), suggérant que cela pourrait être conféré par l’expression élevée de 
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SAMHD1, ce qui est cohérent avec son rôle de facteur de restriction (Hrecka, Hao et al. 
2011, Laguette, Sobhian et al. 2011, Baldauf, Pan et al. 2012, Descours, Cribier et al. 2012).  

Collectivement, nous avons donc observé que les cellules SAMHD1low hautement 
prolifératives (Ki67+) et différenciées (CCR7+/-, CD27+/-) présentent un profil d’activation 
(CD38+, HLA-DR+, PD-1+, CD25+, CD95+) et n’expriment pas de marqueurs de senescence 
(CD57low, CD27-CD28-) en comparaison avec les cellules SAMHD1+. Il est difficile en l’état 
de savoir si ce profil d’activation est le signe d’une activation tronquée ou reflète réellement 
une activation spécifique de ces cellules par les CPA (cellules présentatrices d’antigènes). Une 
meilleure caractérisation de ces cellules SAMHD1low et de leur capacité à être activées par 
l’antigène (CPA) pourrait permettre de répondre à cette question.  De ce fait, l’identification 
de marqueurs membranaires propres à la population SAMHD1low est cruciale pour 
caractériser ces cellules sur le plan fonctionnel. 

Le second objectif de mon projet était de déterminer si les cellules SAMHDlow contribuent à 
la persistance du virus et au maintien du réservoir du VIH-1 malgré les traitements c-ART, 
par quantification de l’ADN VIH-1 contenu dans les cellules SAMHD1+ et SAMHD1low de 
donneurs infectés et traités.  

Il a été montré que la persistance de cellules mémoires quiescentes à longue durée de vie 
représente une barrière majeure au traitement de l’infection par le VIH-1 (Chun, Finzi et al. 
1995, Chun, Stuyver et al. 1997, Finzi, Hermankova et al. 1997, Wong, Hezareh et al. 1997, 
Finzi, Blankson et al. 1999, Siliciano, Kajdas et al. 2003, Crooks, Bateson et al. 2015). Il a 
également été montré qu’au cours du traitement c-ART, la fréquence des lymphocytes T 
CD4+ infectées de manière latente est associée à la fréquence de prolifération des lymphocytes 
T CD4+ mesurée par Ki67 (Chomont, El-Far et al. 2009), et que la persistance du virus est 
associée à la prolifération des cellules qu’elle soit homéostatique ou induites par le TCR 
(Soriano-Sarabia, Bateson et al. 2014, Boritz, Darko et al. 2016). La relation directe entre la 
prolifération des LT et la persistance du VIH-1 a été rapportée par deux études 
fondamentales qui ont identifié des sites spécifiques d'intégration du VIH-1 liés à l'expansion 
clonale des cellules infectées par le VIH-1. De plus, les intégrations de provirus ont été 
fréquemment trouvées dans des gènes associés aux cancers ou à la régulation du cycle 
cellulaire, favorisant l’infection des cellules en prolifération et la persistance des cellules 
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infectées en prolongeant leur survie (Maldarelli, Wu et al. 2014, Wagner, McLaughlin et al. 
2014). De ce fait, la réplication virale à bas bruit conduit à l’infection continuelle des cellules 
et un renouvellement constant du réservoir viral.  

En nous basant sur nos résultats précédents démontrant le profil d’activation et de 
prolifération des cellules SAMHD1low et leur grande susceptibilité à l’infection par le VIH-1 
in vitro, qui représentent des caractéristiques plutôt en faveur d’une infection préférentielle par 
le VIH-1,  nous avons émis l’hypothèse que les cellules SAMHD1low de patients infectés et 
traités, enrichies en cellules Tfh, Th17 et CCR6+DN, contiendraient des niveaux élevés 
d’ADN VIH-1 total allant de paire avec leur capacité proliférative.  

Nous avons ainsi inclus dans notre étude n=36 patients infectés et bien contrôlés (cv<20 
copies/ml) et nous avons détecté la présence d’ADN viral dans les deux fractions cellulaires 
mémoires CD45RO+ SAMHD1+ et SAMHD1low, révélant ainsi que les cellules mémoires 
SAMHD1low de patients VIH-1+ c-ART+ contiennent significativement plus d’ADN VIH-1 
total (p<0.01) et 2LTR (Figure supplémentaire 1) par rapport aux cellules mémoires 
SAMHD1+. En plus des cellules T mémoires, nous avons également détecté la présence 
d’ADN VIH-1 dans des cellules T naïves CD45RO- SAMHD1+ isolées du sang périphérique 
de patients VIH-1+ c-ART+, bien qu'à des fréquences significativement plus basses que celles 
détectées dans les cellules T mémoires (p<0.01). De plus, nous avons détecté la présence 
d’ADN VIH-1 dans les cellules naïves et mémoires SAMHD1+ et mémoires SAMHD1low  
isolées du sang périphérique de patients Elite Controller (EC) à des niveaux beaucoup plus 
bas que ceux détectées chez les patients VIH-1+ c-ART+. Comme attendu, nous avons révélé 
que les cellules T naïves CD45RO- SAMHD1+ de patients VIH-1+ c-ART+ contenaient des 
niveaux significativement plus élevés d’ADN VIH-1 que les cellules naïves CD45RO- 

SAMHD1+ de patients EC (p<0.001). Malgré la faible fréquence d'infection et le faible 
pourcentage de contribution de cette sous-population cellulaire au réservoir viral total, la 
longue durée de vie des lymphocytes T naïfs suggère qu'ils peuvent aussi constituer un 
important réservoir viral chez les patients sous traitement (Michie, McLean et al. 1992, 
Wightman, Solomon et al. 2010). Nous n’avons pas eu l’occasion d’évaluer la quantité d’ADN 
virale en comparaison aux cellules SAMHD1low provenant de l’intestin et des ganglions 
lymphatiques qui sont des cibles majeures de l’infection.  Comme noté précédemment, cette 
étude devrait faire l’objet d’investigations supplémentaires.  
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Nous avons observé que les cellules SAMHD1low expriment fortement le marqueur de cycle 
cellulaire Ki67. Cette forte expression de Ki67 par les cellules SAMHD1low confirme les 
résultats précédents réalisés sur une autre cohorte de patients infectés et traités (Ruffin, Brezar 
et al. 2015). Nos résultats appuient d’avantage le concept de prolifération en tant que 
mécanisme de persistance virale dans les lymphocytes T CD4+ mémoire du sang périphérique 
(von Stockenstrom, Odevall et al. 2015) et nous ont permis de démontrer que les cellules 
SAMHD1low sont une cible du VIH-1. 

De manière importante, nous avons observé une corrélation significative et positive entre les 
niveaux d’ADN VIH-1 et l’expression de Ki-67 dans les cellules mémoires SAMHD1+ (r= 
+0.68, p<0.05), tandis qu’aucune corrélation n’a été observée entre les niveaux d’ADN VIH-1 
et l’expression de Ki67 dans les cellules mémoires SAMHD1+ et naïves SAMHD1+, 
suggérant fortement que les cellules mémoires SAMHD1low contribuent à la persistance du 
VIH-1. Ce résultat est en corrélation avec une étude récente où il a été montré que le VIH-1 
s’intègre dans le génome de la cellule cible de manière dépendante du cycle cellulaire (Kane, 
Rebensburg et al. 2018). Compte tenu du profil d’activation, prolifération et différenciation 
(TN, TCM, TTM, TEM, TTD) des cellules mémoires SAMHD1low, de leur profil de Th17 en 
périphérie et de Tfh dans les ganglions lymphatiques, de leur hétérogénéité fonctionnelle 
(Th17, Th1/Th17, Th1, Th2, Treg, Tfh-Like), de leur dispersion et localisation dans des 
sites anatomiques clés et majeurs pour le réservoir viral (ganglions lymphatiques et intestins) 
et des niveaux d’ADN VIH-1 qu’elles renferment, nous pouvons affirmer que ces cellules 
mémoires SAMHD1low contribuent au réservoir viral. Ces résultats suggèrent que ces cellules 
pourraient avoir une grande  incidence sur le maintien et la persistance du virus en cours de 
traitement. Cependant, il ne faut pas omettre d’évoquer que nous n’avons pas mis en évidence 
le caractère « compétent » de la réplication du virus contenu dans nos cellules. A cette fin, il 
aurait fallu montrer que le virus est capable de se répliquer par réalisation d’un test de 
réactivation ex vivo sur fraction triée de cellules SAMHD1low. Aussi, notons que l’importance 
de la réalisation de cette expérimentation est liée au fait que l’ADN proviral intégré englobe 
toutes les formes d’ADN proviral et ne définit pas la capacité de réplication du provirus 
comme il a été démontré dans plusieurs études transversales révélant l’existence de variétés 
d'ADN proviral persistant pouvant être intact ou défectueux (Ho, Shan et al. 2013, Bruner, 
Murray et al. 2016, Imamichi, Dewar et al. 2016, Hiener, Horsburgh et al. 2017, Lee, 
Orlova-Fink et al. 2017). En effet, le provirus n’est capable de se répliquer que dans une 
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fraction minime de lymphocytes T CD4+ mémoires quiescents (Chun, Finzi et al. 1995, 
Chun, Stuyver et al. 1997, Finzi, Hermankova et al. 1997). L’identification de marqueurs 
membranaires propres à la population SAMHD1low est une fois de plus cruciale pour isoler ces 
cellules et démontrer de manière univoque la capacité (compétence) de réactivation des 
provirus intégrés dans le génome de ces cellules (Perreau, Savoye et al. 2013). 

De manière importante, la faible expression de SAMHD1 pourrait représenter une 
caractéristique commune (le point commun) reliant une grande partie des sous-types 
cellulaires décrits jusqu’à présent comme les acteurs majeurs du réservoir viral, notamment les 
Tfh (Perreau, Savoye et al. 2013), Th17 (Gosselin, Monteiro et al. 2010, Sun, Kim et al. 
2015), Treg (Andersson, Boasso et al. 2005), cellules activées (Margolick, Volkman et al. 
1987) et les  cellules mémoires (Chomont, El-Far et al. 2009). 

Des études antérieures suggèrent que la prolifération homéostatique pourrait être un facteur 
de persistance du VIH-1 dans les cellules (Chomont, El-Far et al. 2009, Wightman, Solomon 
et al. 2010). Les cytokines telles que l'interleukine 7 (IL-7) et / ou l'interleukine 2 (IL-2) sont 
connues pour améliorer la survie et la prolifération des cellules T CD4+ mémoire (Geginat, 
Sallusto et al. 2003, Kondrack, Harbertson et al. 2003, Chomont, El-Far et al. 2009) et IL-7 
induit également la prolifération de cellules infectées de manière latente sans réactivation 
virale ni diversification génétique (Chomont, El-Far et al. 2009, Bosque, Famiglietti et al. 
2011). Le fait que les cellules SAMHD1low soient hautement prolifératives nous a suggéré 
qu'elles pourraient être sensibles à la prolifération homéostatique induite par l'IL-7 et / ou 
l'IL-2. À cette fin, et pour caractériser d’avantage le phénotype d’activation et le caractère 
mémoire de ces cellules, nous avons évalué l’expression du CD127 et du CD25 (la chaîne 
alpha du récepteur IL-2) dans des cellules mémoires SAMHD1low et SAMHD1+ ex vivo chez 
des patients infectés par le VIH-1 et des sujets non infectés. Nos résultats ont révélé une 
expression plus élevée de CD25 et plus faible de CD127 dans les cellules SAMHD1low par 
rapport à SAMHD1+, excluant par conséquent le rôle de l'IL-7 dans une éventuelle 
prolifération homéostatique et suggérant que l'IL-2 pourrait jouer un rôle dans ce contexte. 
Par ailleurs, la surexpression de CD25 à la surface des cellules mémoires SAMHD1low est en 
corrélation avec le caractère activé de ces cellules (Ruffin, Brezar et al. 2015).   

Dans le but de comparer les séquences virales et déterminer l’existence d’une 
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compartimentation entre les virus de nos cellules d’intérêt SAMHD1low et ceux des cellules 
SAMHD1+, et d’étudier les événements de migration du virus entre les sous-populations 
cellulaires T CD4+, nous avons réalisé un séquençage à haut débit du gène de l’enveloppe du 
VIH-1 isolé de cellules mémoires CD45RO+SAMHD1low, mémoires CD45RO+ SAMHD1+ 
et naïves CD45RO- SAMHD1+. Les analyses phylogénétiques ont révélé que les séquences 
virales présentaient un degré d’hétérogénéité confirmant une compartimentation des 
populations d'ADN VIH-1 spécifique à chacune des trois sous-populations cellulaires, chez 
10 patients parmi les 12 étudiés. Les testes FST et Slatkin Maddison ont confirmé la 
compartimentation de l'ADN VIH-1 bien distinct dans les trois sous-populations cellulaires 
dans 83% des cas. La compartimentation des séquences virale entre les lymphocytes T CD4+ 
naïfs et mémoires a été décrite dans des études précédentes dans lesquelles des populations 
distinctes d’ADN VIH-1 avaient été observées dans divers sous-populations cellulaires, y 
compris les cellules mémoires (HLA-DR−/CD45RA−/CCR7+/−, les lymphocytes T CD4+ 
activés (HLA-DR+) et naïfs (HLA-DR−/CD45RA+/CCR7+), les monocytes (CD3-/CD14+) 
et les cellules NK (CD3-/CD56+) (Fulcher, Hwangbo et al. 2004, Delobel, Sandres-Saune et 
al. 2005, Choi, Chaillon et al. 2016). Les populations d’ADN VIH-1 de ces divers 
compartiments peuvent différer entre elles par leur tropisme cellulaire, leur diversité et leurs 
résistances aux traitements c-ART (Si-Mohamed, Kazatchkine et al. 2000, Zhang, Rowe et 
al. 2002, Pillai, Pond et al. 2006). De manière importante, nous avons détecté une 
compartimentation robuste entre les lymphocytes mémoires SAMHD1+ et les lymphocytes 
mémoires SAMHD1low, révélant à notre connaissance, pour la première fois, une 
compartimentation au sein de la même sous-population de cellules mémoires, définie par leur 
expression différentielle du facteur de restriction SAMHD1. De plus, nous avons relevé des 
événements de migration du virus très limités, provenant principalement de cellules naïves 
SAMHD1+ et dirigés vers les cellules mémoires SAMHD1+ (Figure supplémentaire 3). 
Chaque patient étudié présentait des degrés distincts de diversité d'ADN du VIH-1 au sein 
des cellules SAMHD1+ et SAMHD1low, et de divergences (distance génétique) entre les sous-
populations cellulaires (Figure supplémentaire 2). Ces résultats de divergence et de migration 
du virus  sont cohérents avec la compartimentation très significative détectée entre les virus 
des cellules mémoires SAMHD1low, mémoires SAMHD1+ et naïves SAMHD1+. Ces 
données fournissent des informations précieuses pour explorer la dynamique du VIH-1 dans 
le compartiment des cellules T CD4+ mémoire.  
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La taille réduite de nos échantillons limite notre capacité à généraliser ces résultats et il est 
possible que différentes cohortes de patients ou certains contextes de traitement produiraient 
des résultats différents. Il est donc impératif de souligner, et ce sur la base des analyses de 
compartimentation et de migration du virus que : (i) nous avons des preuves de 
compartimentation génétique entre les séquences des cellules naïves SAMHD1+, mémoires 
SAMHD1+ et mémoires SAMHD1low, (ii) nous ne trouvons aucune corrélation entre la 
diversité/divergence et le réservoir viral dans nos échantillons de patients, nous observons très 
peu d’évènements de migration du virus. De plus, les méthodes que nous avons utilisées ne 
permettent pas de distinguer si l'ADN du VIH-1 analysé est intégré, linéaire ou circulaire. 
Néanmoins, comme ces patients sont sous c-ART depuis de nombreuses années, on peut 
supposer que la plupart de l'ADN du VIH-1 se trouve sous une forme intégrée (Mexas, Graf 
et al. 2012). Cependant, nous ne savons pas si les séquences analysées produiront un virus 
capable de se répliquer. De plus, le groupe de Siliciano a montré qu'il existait une faible 
corrélation entre le nombre de cellules infectées par le VIH-1 et la quantité de virus capable 
de se répliquer au cours d'un traitement suppressif à long terme (Eriksson, Graf et al. 2013). 

Compte tenu de la taille limitée de nos échantillons et de la région du VIH-1 séquencée 
(boucle C2V3 du gène Env), nous ne pouvons pas exclure qu'un échange viral puisse se 
produire entre les sous-populations cellulaires SAMHD1+ et SAMHD1low, avec d'autres 
schémas de traitement ou dans d'autres populations cellulaires. L’autre limite de mon projet 
est l'utilisation de la plate-forme de séquençage 454, qui est plus sujette à la recombinaison 
d'artefacts et aux erreurs associées aux homopolymères (Gilles, Meglecz et al. 2011, Shao, 
Boltz et al. 2013). Néanmoins, pour surmonter cette limitation, nous avons appliqué des 
procédures rigoureuses de contrôle de qualité pour le séquençage à haut débit (Schmieder and 
Edwards 2011, Watson, Welkers et al. 2013, Chaillon, Gianella et al. 2018). Notre analyse de 
bioinformatique comprenait des étapes de filtration des données de qualité très strictes 
(Wagner, Pacold et al. 2014, Carter, Wagner et al. 2015, Fisher, Smith et al. 2015) et seules 
les « reads » de qualité contrôlée ont été inclus dans l'analyse (Chaillon, Nakazawa et al. 
2017). De ce fait, de futures études utilisant des technologies de séquençage plus récentes et 
moins sujettes aux erreurs, l’utilisation de Primer ID ou de l’amplification du génome / 
séquençage Sanger dans différents contextes pourraient également être intéressantes (Zhou, 
Jones et al. 2015, Boltz, Rausch et al. 2016).  
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Les lymphocytes T infectés de manière latente représentent clairement un réservoir clé du 
VIH-1 chez les patients infectés sous traitement. La dynamique de ce réservoir et sa 
reconstitution continuelle par la réplication résiduelle ne sont pas entièrement compris et 
constituent un vaste domaine d’investigation. Le rôle de la prolifération homéostatique des 
populations de cellules T mémoires dans la persistance du virus a été révélée par des études 
antérieures suggérant que la prolifération cellulaire de lymphocytes TTM et de lymphocytes TN 
maintient le réservoir du VIH-1 chez les patients infectés sous c-ART (Chomont, El-Far et 
al. 2009, Wightman, Solomon et al. 2010). En supposant qu'un seul événement d'infection ait 
entraîné l'ensemencement de cette population de virus détectés dans les cellules SAMHD1low 
hautement proliférative, la prolifération clonale et l'expansion de ces cellules T infectées 
seraient les seuls mécanismes par lesquels ces populations virales seraient détectées. 
Cependant, nous ne savons pas si ce virus est défectueux ou compétent pour la réplication, 
nous ne pouvons donc pas déterminer si la prolifération homéostatique maintient la 
réplication de VIH-1 compétent dans les cellules SAMHD1low. Nous pourrions toutefois 
supposer qu’une fraction des clones plasmatiques potentiellement retrouvés après réactivation 
puissent provenir de cellules SAMHD1low en prolifération avec du VIH-1 compétent pour la 
réplication, comme cela fut le cas dans l’étude du groupe de Siliciano. En effet, dans cette 
étude, des virus identiques à ceux des cellules T CD4+ quiescents ont été retrouvés dans le 
plasma. Cependant, chez la majorité des patients, les clones prédominants dans le plasma 
étaient rarement retrouvés dans les cellules T CD4+ quiescents (Bailey, Sedaghat et al. 2006). 

Nos résultats démontrent que les cellules T CD4+ mémoires SAMHD1low, dotées de 
caractéristiques uniques, représentent une cible préférentielle et importante de l’infection par 
le VIH-1. Cette sous-populations cellulaire comprend des cellules hautement différenciées et 
cycliques qui renferment des niveaux élevés d’ADN VIH-1 dont les séquences sont bien 
séparées par une compartimentation importante entre les cellules SAMHD1+ et SAMHD1low 
et une migration de virus très limitée entre les sous-populations cellulaires. À notre 
connaissance, notre étude est la première à révéler une telle compartimentation entre les 
séquences virales de cellules du même compartiment mémoire. La prochaine étape de ce 
projet sera de démontrer si le VIH-1 issu de ces cellules est compétent pour la réplication et 
l’infection d’autres cellules cibles du VIH-1. Globalement, ces données ouvrent de nouvelles 
voies pour la recherche et la compréhension du réservoir cellulaire.   



	 	 	 	 	200	

Dans le but d’identifier des marqueurs membranaires propres aux cellules SAMHD1low 
permettant d’étudier leurs fonctions, nous avons analysé les profils transcriptionnels de ces 
cellules en utilisant la plateforme de séquençage NGS. Nous avons révélé que certaines voies 
impliquées dans le contrôle et la progression du cycle cellulaire et la prolifération sont 
différentiellement activées dans les cellules mémoires SAMHD1low en comparaison des 
cellules SAMHD1+. Ce résultat peut être mis en corrélation avec le profil phénotypique des 
cellules SAMHD1low hautement prolifératives (Ki67+) et différenciées. Nous avons observé 
également dans ces cellules  une inhibition considérable des voies de l’infection virale, en 
particulier par le VIH-1. Ce résultat suggèrerait que les cellules exprimant faiblement 
SAMHD1, qui représentent une cible préférentielle à l’infection par le VIH-1 (Ruffin, Brezar 
et al. 2015), mettent en place d’autres mécanismes de protection contre l’infection. Ces 
mécanismes peuvent intervenir à différents stades de l’infection, notamment l’inhibition de la 
liaison aux rétrovirus et l’inhibition des voies d’infection par les virus à ARN dont le VIH-1. 
Ces données suggèrent également que des modifications de ces voies inhibitrices dans les 
cellules SAMHD1low peuvent survenir dans le contexte de l’infection par le VIH-1, levant les 
processus d’inhibition de l’infection et rendant ces dernières susceptibles à l’infection (Ruffin, 
Brezar et al. 2015). Par ailleurs, nous avons révélé l’expression de marqueurs de mort cellulaire 
(Z-score= 0.39-0.51) dans les cellules SAMHD1low. Ce résultat peut représenter un 
phénomène physiologique dans l’homéostasie du pool des cellules SAMHD1low hautement 
prolifératives qui à long terme expriment des marqueurs de mort cellulaire afin d’être 
éliminées puis remplacées continuellement. Il faut néanmoins noter l’existence potentielle de 
biais techniques associées à ces analyses qui doivent être confirmés par d’autres expériences de 
cytometrie en flux pour étudier l’expression de marqueurs spécifiques de mort cellulaire 
(apoptose et nécrose).  

Il a été démontré que l’expansion clonale et la prolifération homéostatique des cellules T 
infectées de manière latente suite à l’intégration du provirus dans des gènes spécifiques 
contribuent à la remarquable stabilité du réservoir (Finzi, Blankson et al. 1999, Wagner, 
McLaughlin et al. 2014). Néanmoins, étant donné l'exposition constante de la population de 
lymphocytes T mémoire à l’antigène spécifique et à l'activation, il a été suggéré que le VIH-1 
latent réside exclusivement dans des lymphocytes T mémoire qui reconnaissent des antigènes 
« rares ». Une autre explication de la stabilité du réservoir pourrait être que ce dernier soit 
associé à un phénotype « non-sensible » des cellules T. Dans ce sens, l’étude du groupe de 
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Olaf Kutsch a démontré en 2015 que les cellules infectées de manière latente par le VIH-1 
étaient fonctionnellement modifiées de manière compatible avec l'idée d'un phénotype 
« anergique » et non réactif des lymphocytes T (Seu, Sabbaj et al. 2015). Les facteurs qui ont 
induit ou mimé l’état d’anergie des cellules T auraient donc favorisé une infection latente par 
le VIH-1 révélée par une activité de la kinase favorable pour stabiliser l'infection. Cette étude 
démontre que des modifications stables du réseau de facteurs de transcription et de 
transduction du signal de cellules hôtes infectées de manière latente par le VIH-1 sont 
essentielles pour que le VIH-1 puisse établir et maintenir un statut d'infection latente par le 
VIH-1.  

Nous nous sommes donc intéressés à la sensibilité des lymphocytes T CD4+ mémoires 
CD45RO+ SAMHD1low et à leur potentiel de réponses à divers stimulation (SEB, 
PMA/ionomycin, monensin) ex vivo. Nous avons stimulé les cellules PBMCs provenant de 
sujets sains, de patients infectés et traités et de patients infectés et non traités, et nous avons 
étudié leur capacité à produire des cytokines (IFNg, IL2, IL17, TNFα). Nous démontrons 
clairement que le compartiment cellulaire SAMHD1low produit de très faibles niveaux de 
cytokines, comparé au compartiment SAMHD1+ (Figure supplémentaire. 5a, 5b). Ce résultat 
suggère la potentielle possibilité que ces cellules SAMHD1low soient significativement « non-
sensibles » comparées aux cellules mémoires SAMHD1+ avec une forte baisse de leur capacité 
à produire des cytokines. Il faut néanmoins noter l’existence de biais associée à ces expériences 
qui doivent être confirmés par d’autres techniques sous-mentionnées. Le potentiel caractère 
« anergique » des cellules mémoires SAMHD1low  fera l’objet de plus amples investigations. 
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Conclusion et perspectives 

En conclusion, la fraction de cellules mémoires SAMHD1low présente des caractéristiques 
spécifiques faisant d’elle une cible préférentielle pour le VIH-1 contribuant au maintien du 
réservoir viral en cours de traitement c-ART. L’identification de ces cellules comme réservoir 
viral amène à réfléchir à de nouvelles stratégies thérapeutiques pour limiter la taille du 
réservoir. Le pool de cellules mémoires SAMHD1low, regroupant des acteurs majeurs du 
réservoir viral, notamment les Tfh, Th17 et les Treg, est facile d’accès dans le sang 
périphérique. Cet atout permet potentiellement d’utiliser ces cellules comme marqueur (reflet) 
des réservoirs cellulaires identifiés jusqu’à ce jour. 

Ce travail de thèse s’est focalisé sur l’aspect phénotypique des cellules mémoires SAMHD1low, 
leur contribution au réservoir et l’analyse des séquences virales, mais aussi sur la caractérisation 
sur le plan moléculaire dans le but d’identifier des marqueurs spécifiques. Néanmoins, l’aspect 
fonctionnel de ces cellules et la capacité de réplication du provirus intégré méritent tous deux 
d’être explorés et détaillés dans une prochaine étude. Tout d’abord, la caractérisation de ces 
cellules est à poursuivre et ces futurs travaux devront intégrer en premier lieu des expériences 
de validation de la liste de marqueurs membranaires révélés par l’analyse de l’expression 
génique ce qui permettra de trier des cellules vivantes SAMHD1low.  

Malgré le nombre limité de donneurs et la faible qualité des échantillons, l’analyse 
fonctionnelle des profils d’expression génique des cellules SAMHD1low nous a permit de 
mettre en évidence une liste de 32 gènes dont l’expression protéique est membranaire, 
notamment le CD47, CD221 et CD29. Cette liste de marqueurs doit être vérifiée et validée 
par des techniques de cytométrie en flux et qPCR. L’identification de marqueurs 
membranaires propres à la population SAMHD1low est cruciale pour caractériser ces cellules 
sur le plan fonctionnel.  

En effet, l’identification de marqueurs membranaires propres aux cellules SAMHD1low et le 
tri de cellules mémoires SAMHD1low vivantes (non fixées/perméabilisées) représentera le 
point de départ de futures expérimentations, intégrant une quantification des ARN codant 
pour un large panel de molécules impliquées dans la fonction de ces cellules, notamment les 
cytokines sur les cellules mémoires SAMHD1low (par technique luminex) ou par détection des 
cytokines par cytometrie en flux après activation in vitro, ainsi qu’une réactivation ex vivo des 
cellules SAMHD1low afin de montrer les capacités de réplication du provirus.  
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Annexe 1.   
Caractéristiques physiopathologiques des patients de la 
cohorte VIH-1+ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	 	 	 	 	206	

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	 	 	 	 	207	

Tableau 1. Caractéristiques physiopathologiques de patients HIV-1+ c-ART+ inclus dans la 
partie « Caractérisation phénotypique des populations cellulaires dans le sang périphérique». 
 

 

 

Tableau 2. Caractéristiques physiopathologiques de patients HIV-1+ inclus dans la partie 
« Caractérisation phénotypique des populations cellulaires dans le tractus digestif». 

 

 

N	Pt Sexe Age TT 	TT	depuis Durée	sans	TT CV	copies/ml CV	Log CD4	/mm3 CD8	/mm3 CD3	/mm3 Nadir	CD4
MIBO2002 1 M 36,4 Traité 28/04/2005 5	ans	environ <20 <1,30 357 431 824 85
AHAM0705 2 M 51,3 Naif	 / 6	ans	au	moins 63800 4,8 345 795 1170 151
ANKA1308 3 F 27,1 Naif / 2	ans	au	moins 260 2,42 270 497 821 270
MAPE0606 4 M 72,3 en	échec	sous	Stribild 08/10/1999	(échec	chronique) inconnu 917 2,96 157 887 1173 52
FAME1710 5 M 41,9 Naif / 6	mois	au	moins 51400 4,71 800 262 1104 262
JERI0208 6 M 39,2 Échec	thérapeutique	(inobservance) 05/04/2006 6	mois	au	moins 29100 4,46 323 986 1355 287

RB	Caractéristiques	physiopathologiques				
A la date du Prélèvement

Table	1.	Characteris0cs	of	the	study	popula0on	(cohort#1)	

Table	1.	Characteris0cs	of	the	c-ART+	HIV-1+	pa0ents	involved	in	the	study	(cohort#1)	

Characteristics of the study population    

N Pt Gender Age

Duration 
of 

treatment 
(years) CD4 CD8 CD3

VL 
(copies/ml) Nadir CD4

508 8 1 F 36 12 604 486 1097 0 137
468 18 2 M 65 23 499 518 1022 0 100
113 27 3 F 68 19 1080 469 1554 0 528
625 30 4 F 61 11 558 523 1101 0 30
60 37 5 F 57 20 398 522 979 / 135

431 38 6 M 57 7 129 789 990 / 4
610 39 7 M 41 12 490 668 1213 / 114
621 40 8 M 52 9 401 ND ND / 399
482 41 9 M 49 6 139 689 845 0 107
532 42 10 M 49 23 633 ND ND 0 343
308 43 11 M 49 8 436 657 1110 0 310
636 44 12 M 45 21 522 823 1371 0 178
294 45 13 M 38 8 385 905 1329 0 220
497 46 14 F 36 14 666 1130 1839 86 193
182 47 15 M 49 23 714 417 1139 0 261
21 48 16 F 61 14 879 697 1582 0 209

598 49 17 M 53 21 418 835 1275 0 175
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Tableau 3. Caractéristiques physiopathologiques de patients HIV-1+ c-ART+ inclus dans la 
partie « Quantification du réservoir » 
 

 

Table	2.	Characteris0cs	of	the	study	popula0on	(cohort#2,	c-ART+	HIV-1+)	

Table	1.	Characteris0cs	of	the	c-ART+	HIV-1+	pa0ents	involved	in	the	study	(cohort#2,	c-ART+	HIV-1+)	

0

N Pt Gender Age

Duration 
of 

treatment 
(years) 

Duration 
without 

treatment CD4 CD8 CD3
VL 

(copies/ml) Nadir CD4
1 M 65 4 6 471 414 892 0 319
2 M 75 18 3 657 509 1165 0 158
3 M 74 16 1 590 581 1238 0 254
4 F 45 15 0 893 1140 2018 0 212
5 F 37 1 0 431 548 991 0 210
6 F 52 16 0 1393 1009 2410 0 237
7 F 39 10 0 347 403 813 0 167
8 F 40 9 3 619 417 1036 0 137
9 M 57 19 4 621 567 1212 0 155

10 F 51 20 13 549 413 978 0 274
11 M 74 18 0 458 511 972 0 218
12 F 58 13 0 1229 1203 0 389
13 M 69 11 4 860 1257 2089 0 162
14 M 67 12 0 741 533 1306 0 156
15 M 61 34 0 311 242 579 0 179
16 M 74 17 1 500 586 1138 0 254
17 F 45 16 0 643 781 1425 0 212
18 M 69 20 8 587 575 1158 22 100
19 F 51 8 1 606 315 997 0 108
20 M 42 3 2 385 905 1329 0 220
21 F 40 7 3 604 486 1097 0 137
22 M 51 3 8 436 657 1110 0 310
23 M 49 16 1 522 823 1371 0 178
24 M 62 13 0 596 467 1057 0 174
25 F 60 21 4 774 583 1378 0 169
26 M 66 10 0 601 1125 1712 0 45
27 F 72 14 4 1080 469 1554 0 528
28 M 69 18 8 499 518 1022 0 100
29 M 60 16 6 740 0 250
30 F 65 6 0 558 523 1101 0 30
31 F 34 1 0 550 267 862 0 367
32 M 37 14 1 269 1024 1340 0 176
33 F 56 11 0 951 1124 2063 0 185
34 M 57 18 8 ND ND ND ND 175
35 F 72 18 4 1357 627 2039 0 545
36 M 41 1 0 423 321 772 0 350

At collection
Characteristics of the study population    
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 Tableau 4. Caractéristiques physiopathologiques de patients EC inclus dans la partie 
« Quantification du réservoir ». 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table	2.	Characteris0cs	of	the	study	popula0on	(cohort#2,	EC)	

Table	1.	Characteris0cs	of	the	EC	pa0ents	involved	in	the	study	(cohort#2,	EC)	

ADN                    

N Pt Gender Age Date HIV+ CD4 CD8 CD3
VL 

(copies/ml) Treatment Nadir CD4
1 M 48 15/06/86 783 1220 2172 244 naif 332 *
2 F 52 15/06/86 1129 394 1548 0 naif 1106 *
3 F 45 15/12/90 943 675 1638 308 naif 441 *
4 F 33 15/09/02 737 337 1123 0 naif 687 *
5 F 55 15/06/85 1483 875 2520 188 naif 1110 *
6 M 26 03/06/13 857 994 1941 0 naif 628 *

N Pt
16
13
14

177
445
635

At collection

Caractéristiques physiopathologiques    

Characteristics of the study population  
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specific regulatory T cells by IL-2 adjuvanted therapeutic 
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Negative modulation of suppressive HIV-
specific regulatory T cells by IL-2 adjuvanted
therapeutic vaccine
Vedran Brezar1,2,3, Lylia Hani1,2,3, Mathieu Surenaud1,2,3, Audrey Hubert1,2,3,
Christine Lacabaratz1,2,3, Jean-Daniel Leliqvre1,2,3,4, Yves Levy1,2,3,4, Nabila Seddiki1,2,3

1 Inserm, U955, Equipe 16, Créteil, Paris, France, 2 Université Paris Est, Faculté de médecine, Créteil,
Paris, France, 3 Vaccine Research Institute (VRI), Créteil, Paris, France, 4 AP-HP, Hôpital H. Mondor - A.
Chenevier, Service d’immunologie clinique et maladies infectieuses, Créteil, Paris, France

* nabila.seddiki@inserm.fr (NS); yves.levy@aph.fr (YL)

Abstract

The potential benefit in using IL-2 in immunotherapy for cancer and autoimmunity has been

linked to the modulation of immune responses, which partly relies on a direct effect on Tregs

populations. Here, we revisited the role of IL-2 in HIV infection and investigated whether

its use as an adjuvant with therapeutic vaccination, impacts on HIV-specific responses. Anti-

retroviral therapy treated-patients were randomized to receive 4 boosts of vaccination

(ALVACHIV/Lipo-6T, weeks 0/4/8/12) followed by 3 cycles of IL-2 (weeks 16/24/32) before

treatment interruption (TI) at week40. IL-2 administration increased significantly HIV-specific

CD4+CD25+CD134+ T-cell responses, which inversely correlated with viral load after TI (r =

-0.7, p �0.007) in the vaccine/IL-2 group. IL-2 increased global CD25+CD127lowFoxP3+Tregs

(p �0.05) while it decreased HIV- but not CMV- specific CD39+FoxP3+CD25+CD134+Tregs

(p �0.05). HIV-specific Tregs were inversely correlated with IFN-Ȗ producing specific-effec-

tors (p = 0.03) and positively correlated with viral load (r = 0.7, p = 0.01), revealing their unde-

sired presence during chronic infection. Global Tregs, but not HIV-specific Tregs, inversely

correlated with a decrease in exhausted PD1+CD95+ T-cells (p = 0.001). Altogether, our

results underline the negative impact of HIV-specific Tregs on HIV-specific effectors and

reveal the beneficial use of IL-2 as an adjuvant as its administration increases global Tregs

that impact on T-cell exhaustion and decreases HIV-specific CD39+Tregs by shifting the bal-

ance towards effectors.

Author summary

Interleukin-2 (IL-2) has been used in immunotherapy for cancer and autoimmunity and
its beneficial effect has been linked to the modulation of immune responses, which partly
relies on a direct effect on Tregs populations. In this study, we assessed the role of IL-2 in
HIV infection and investigated whether its use as an adjuvant with therapeutic vaccina-
tion, impacts on HIV-specific responses. We show that IL-2 administration increased
HIV-specific CD4+CD25+CD134+ T-cell responses which inversely correlated with viral
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load after treatment interruption in the vaccine/IL-2 group. We also show that IL-2
increased global CD25+CD127lowFoxP3+Tregs while it decreased HIV- but not CMV-
specific CD39+FoxP3+CD25+CD134+Tregs. Moreover, we show that HIV-specific Tregs
were inversely correlated with IFN-č-producing specific-effectors and positively corre-
lated with viral load. Moreover, we show that global Tregs, but not HIV-specific Tregs,
inversely correlated with a decrease in exhausted PD1+CD95+ T-cells. Altogether, our
results underline the negative impact of HIV-specific Tregs on HIV-specific effectors and
reveal the beneficial use of IL-2 as an adjuvant as its administration increases global Tregs
that impact on T-cell exhaustion and decreases HIV-specific CD39+Tregs by shifting the
balance towards effectors.

Introduction

CD4+ regulatory T cells (Tregs) are central in maintaining peripheral tolerance and constitute
the most important extrinsic inhibitory mechanism that control T-cell responses (reviewed in
[1]). Human peripheral thymic-derived naive and effector Tregs are delineated as CD4+CD25hi

CD127lowFoxP3+ CD45RA+ and CD45RA- respectively [2–4], while circulating antigen-specific
Tregs, best at regulating targeted immune responses, can be identified by the expression of co-
stimulatory molecules such as CD134 (OX40) [5,6] or CD137 (4-1BB) [7,8]. We have recently
shown in a therapeutic vaccine study, that vaccinees who displayed lower levels of HIV-specific
CD4+CD134+CD25+CD39+FoxP3+ Tregs showed better responses to the vaccine even though
global CD4+CD25hiCD127lowFoxP3+ were slightly increased, probably reflecting restoration of
CD4+ T-cell compartment [9]. However, Tregs subsets dynamics and the particular role played
by each subset during chronic infection are still unclear.

Targeting Tregs subsets to shift the balance between tolerance and immunity in the clinic
remains challenging. To this end, the use of recombinant interleukin 2 (rIL-2) has been benefi-
cial as several successes of low-dose rIL-2 therapy in animal models of autoimmune pathology
[10–14] and human clinical studies in hepatitis C virus induced vasculitis, chronic graft-ver-
sus-host disease (GVHD), Type1 Diabetes (T1D), systemic lupus erythematosus (SLE), and
Alopecia areata [15–21] have been reported. These successes led to other clinical trial studies,
including rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis, psoriasis, Behcet’s disease, Crohn’s dis-
ease and ulcerative colitis (TRANSREG, clinicalTrials.gov NCT01988506). The advantageous
function of low-dose rIL-2 in this context has been linked to the expansion of Tregs that play a
major role in controlling immune responses and establishing tolerance [22].

In cancer immunotherapy, high-dose intermittent rIL-2 therapy has increased long-term
survival for some patients with metastatic renal cell carcinoma [23] and rIL-2 therapy alone or
in combination with a peptide vaccine has resulted in clinical improvement for patients with
metastatic melanoma [24,25]. However, the use of rIL-2 to enhance immune restoration in
infectious diseases such as in human immunodeficiency virus (HIV-1) infection did not have
similar success. Indeed, two major clinical trial studies, SILCAAT and ESPRIT, have been con-
ducted to expand the CD4+ T-cell pool in HIV-1-infected patients and despite a substantial
and sustained increase in the CD4 count as compared with antiretroviral therapy (HAART)
alone, rIL-2 plus HAART yielded no clinical benefit [26]. These disappointing results were
explained by the expansion of two distinct CD4+CD25+ T-cell populations CD4+CD25lowC-
D127lowFoxP3+ and CD4+CD25hiCD127lowFoxP3hi with gene expression profiles similar to
those of CD4+CD25hiFoxP3+ Tregs [27]. However, when continuous IL-2 administration has
been used as an adjuvant along with therapeutic vaccination and antiretroviral treatment, in

IL-2 modulates negatively HIV-specific Tregs
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simian immunodeficiency virus (SIV) infected macaques, the results showed increased SIV-
specific CD8 T-cell responses and resulted in decreased viral load (VL) [28,29]. In humans,
greater improvement was seen in one trial (ANRS 093), where patients were randomized to
continue either HAART alone or to receive therapeutic vaccines (ALVAC-HIV and Lipo-6T)
followed by 3 cycles of subcutaneous IL-2 [30,31]. The results showed that therapeutic immu-
nization combining ALVAC-HIV and Lipo-6T vaccines followed by IL-2 administration,
induced sustained and broad CD4 T-cell immune responses to HIV antigens in chronically
HIV-infected patients, that correlated with a partial control of viral replication following treat-
ment interruption (TI) [30,31].

In this ANRS 093 follow-up study, we aimed to comprehensively analyse changes in the
phenotype and function of Tregs subsets and hypothesized that by using IL-2 as an adjuvant
along with therapeutic vaccination, we may affect distinctively peripheral global CD4+ CD25hi

CD127low FoxP3+ and HIV-specific CD4+ CD134+ CD25+ CD39+ FoxP3+ Tregs. We show
that therapeutic vaccine associated to IL-2 adjuvant increases global Tregs that impacts on T-
cell exhaustion and decreases HIV-specific Tregs thus shifting the balance towards effectors.

Results

Therapeutic immunization strategy

This clinical trial is part of the ANRS 093 randomized study. As detailed in the methods sec-
tion and summarized in Fig 1, HAART treated chronic HIV-infected subjects received two
different vaccines: four shots of recombinant ALVAC–HIV (vCP1433) and HIV LIPO-6T
(HIV-1 lipopeptides + TT) or placebo every four weeks, followed by administration of three
cycles of subcutaneous IL-2 at 4.5MIU (two injections a day for five days). Cells from 26

Fig 1. Therapeutic immunization strategy. HAART treated chronic HIV-infected subjects received two
vaccines: recombinant ALVAC–HIV (vCP1433) and Lipo-6T (HIV-1 lipopeptides), followed by administration
of three cycles of subcutaneous IL-2. Patients received a schedule of four shots of vaccine or placebo, every
four weeks followed by three cycles of IL-2 at 4.5MIU (two injections a day for five days). Eight weeks after the
last IL-2 cycle, HAART was stopped and patients’ viral load measured. The treatment was reintroduced only if
viral load was over 50,000 copies/ml at one measurement or over 10,000 copies/ml at two consecutive
measurements.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.g001

IL-2 modulates negatively HIV-specific Tregs
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patients (n = 8 placebo and n = 18 vaccine/IL2) were available amongst the 70 patients
included in the ANRS 093 trial. In this study, we focused our analyses on vaccine/IL-2 group
patients (n = 18) before (wk0) and after vaccine (wk16) and IL-2 treatment (wk36). Placebo
group has not been included in our analyses, apart from Table 1 where vaccine/IL-2 group
characteristics were compared to the placebo group. As summarized in the table, patients
from both groups showed no difference in CD8 and CD4 cell counts and in nadir CD4 at ran-
domization. Plasma HIV-1 VL (copies RNA/ml) before HAART was higher in the vaccine
group. After vaccination (wk36), all but 1 in placebo group had undetectable plasma HIV-1
VL and CD8 cell count was lower in vaccine group. After treatment interruption (wk40),
HIV-1 RNA peak was significantly lower in the vaccine group, and a trend towards a longer
time to viral peak rebound was observed in the vaccine group as compared to the placebo
group (Table 1).

Subcutaneous injections of IL-2 expand peripheral
CD4+CD25+CD127lowFoxP3+ nawve and total memory Tregs

In order to assess the impact of vaccination and IL-2 therapy on Tregs expansion, we measured
the frequency of three subsets of Tregs in patients at wk0, wk16 and wk36, namely: naïve
CD4+ CD45RO- CD25+ CD127low FoxP3+, total memory CD4+ CD45RO+ CD25+ CD127low

FoxP3+ and memory CD4+ CD45RO+ CD25+ CD127low FoxP3+ CD39+ as shown in the gating
strategy (Fig 2A). The 3 subsets have been identified and their proportions measured in eigh-
teen patients (Table 1). Each patient can be distinguished in the figures by a colored symbol.

The results show that while no changes were observed between wk0 and wk16 (Fig 2), pro-
portions of total Tregs and among them both naïve CD45RO- CD25+CD127lowFoxP3+ and
total memory CD45RO+ CD25+CD127lowFoxP3+ Tregs, significantly increased at wk36 com-
pared to wk0 (mean ±SEM for naive Tregs: 4.8% ±1.1 vs 20.8% ±2.1, p<0.0001 and total

Table 1. Patients’ characteristics.

Placebo (n = 8) VAC-IL2 (n = 18) P value a

Sexe 5M, 3F 14M, 4F

Median age (years) [IQR] 38 [35–39] 41 [35–45]

HIV RNA pre HAART (copies/ml) [IQR] 9850 [919–19243] 14658 [7185–59745] 0.0017

HIV RNA �50 copies/ml at baseline (No/total No) 8/8 17/18

Median CD8 cell count at baseline (/mm3) [IQR] 885 [615–1168] 731 [514–964] 0.146

Median CD4 cell count at baseline (/mm3) [IQR] 944 [658–1095] 638 [511–778] 0.458

Median Nadir CD4 [IQR] 303 [197–318] 249 [208–286] 0.749

HIV RNA �50 copies/ml at W36 (No/total No) 7/8 18/18

Median CD8 cell count at W36 (/mm3) [IQR] 1015 [790–1130] 898 [686–1137] 0.016

Median CD4 cell count at W36 (/mm3) [IQR] 1032 [815–1221] 1145 [721–1313] 0.96

Stop HAART at W40 (No/total No) 7/8 18/18

virological success at W52(No/total No)b 1/7 8/18

Median time to virological failure (days) [IQR] 29 [28–53] 72 [28–86] 0.652

Median peak HIV RNA (copies/ml) [IQR] 183000 [50250–698090] 40250 [18904–140930] �0.001

Median time to peak HIV RNA (days) [IQR] 28 [24–39] 42 [28–56] 0.07

IQR, interquartile range; Vac-IL-2, ALVAC-HIV (vCP1433) and Lipo-6T vaccines plus interleukin-2
aFisher test, Wilcoxon rank-sum test, log-rank test for the time variables (one-sided tests).
bPatients were considered as in virological success if they stopped antiviral drugs at week 40 and remained off therapy and with plasma HIV RNA values

�50.000 copies/ml at week 44 and �10.000 copies/ml at week 48 thereafter until week 52

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.t001

IL-2 modulates negatively HIV-specific Tregs
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memory Tregs: 8.2% ±0.8 vs 11.2% ±1.1, p<0.01; (panel C and D, Fig 2)), demonstrating the
direct effect of IL-2 on both IL-2 receptor ċ-chain-expressing cell subsets (Fig 2B–2D). The
only exception was the memory CD39+ subset among total memory Tregs that decreased after
IL-2 administration (mean ±SEM of 52.5% ±7.06 vs 44.5% ±5.7, p<0.05; Fig 2E). The compari-
son in Tregs expansion at wk36 after IL-2 treatment highlights the significant expansion of the
naïve Tregs compartment compared to the others (Fig 2F).

Subcutaneous injections of IL-2 decrease PD-1 expression in CD4+ and
CD8+ T cells

Given that T-cell activation and exhaustion are two major features of chronic viral infections
[32], we assessed these two characteristics using patients’ CD4+ and CD8+ T-cells at wk0, wk16

Fig 2. Subcutaneous injections of IL-2 expand peripheral CD4+CD25+CD127lowFoxp3+ nawve and total memory Tregs. (A) Gating strategy for
nawve CD4+ CD45RO- CD25+ CD127low FoxP3+, total memory CD4+ CD45RO+ CD25+ CD127low FoxP3+ and memory CD4+ CD45RO+ CD25+ CD127low

FoxP3+ CD39+. (B) Proportions of total CD4+CD25+CD127lowFoxp3+ Tregs, (C) nawve CD45RO-CD4+CD25+CD127lowFoxp3+ Tregs, (D) total memory
CD45RO+CD4+CD25+CD127lowFoxp3+ Tregs and (E) memory CD39+Tregs, were measured in eighteen patients at wk0, wk16 and wk36 after
vaccination and IL-2 injections. Each patient can be distinguished by a colored symbol in the figures. (F) Pie chart showing comparison for compartments
of Tregs subsets expansion at wk0, wk16 and wk36. Prism 5.0, version 5.0d, (GraphPad Software, Inc.) was used for statistical analyses. P values were
considered significant when � 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.g002

IL-2 modulates negatively HIV-specific Tregs
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and w36. The expression of HLA-DR and CD38 molecules together with inhibitory receptors
PD-1, Tim-3, 2B4 and Blimp-1 that have been shown to play a central role in inhibiting T-cell
function during chronic infections, were measured [33].

CD4+ and CD8+ HLA-DR+CD38+ cell frequencies were not affected by neither vaccine nor
IL-2 administration as there were no changes in their frequencies at the three time points
(p>0.05, Fig 3A) IL-2 treatment led to a significant decrease in CD4+CD95+PD-1+ and
CD8+CD95+PD-1+ frequencies (19% ±2 vs 12.7% ±1.6, p<0.0001 and 17.1% ±1.6 vs 13.7% ±1.1
in CD4 and CD8 subsets at wk16 and wk36 respectively, p<0.001; Fig 3B). Similar results were
observed with PD-1 mean fluorescence intensity (MFI) on both CD4+CD95+ and CD8+CD95+

T cells (Fig 3C). Tim-3 and Blimp-1 MFI followed similar trends (p<0.05; S1 Fig). Moreover,
we observed a decrease in CD38 and HLA-DR MFI at wk36 on CD4+CD95+ cells (S1 Fig).
Of note there was an inverse correlation, although not significant, between total memory
CD45RO+CD25+CD127lowFoxP3+ (p = 0.05) but not naïve CD45RO-CD25+CD127lowFoxP3+

Tregs (p>0.05) with CD95+PD1+ CD4+ T cell frequencies at wk36 (Fig 4A and 4B) suggesting

Fig 3. Subcutaneous injections of IL-2 decrease PD-1 expression in CD4+ and CD8+ T cells. (A) Gating strategy for CD4+ HLA-DR+CD38+ and
CD8+ HLA-DR+CD38+ cell frequencies measured at wk0, wk16 and wk36. Cells were first gated on CD3+CD4+ before depicting CD38+HLA-DR+
subset. (B) Gating strategy for CD4+CD95+PD-1+ and CD8+CD95+PD-1+ cell frequencies that were measured at wk0, wk16 and wk36. CD3+CD4+ cells
were first selected, then CD95+ cell gate applied and finally PD-1+ cells were depicted. Bottom panel shows Mean Fluorescence Intensity (MFI) for PD-1
on CD95+CD4+ and CD95+CD8+. Prism 5.0, version 5.0d, (GraphPad Software, Inc.) was used for statistical analyses. P values were considered
significant when � 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.g003
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that these Tregs may impact on T-cell exhaustion. However, further experiments are needed to
assess the role of CD45RO+CD25+CD127lowFoxP3+ Tregs in the control of T-cell exhaustion.

HIV-specific CD4+ T-cell responses were amplified by IL-2 treatment and
inversely correlated with VL after treatment interruption

We have recently shown that CD4+CD25+CD134+ HIV-specific responses induced after vacci-
nation, inversely correlated with viral load rebound after TI [9]. To investigate whether the
same applied in ANRS 093 clinical trial where a different vaccine was given, we measured
CD4+ Gag-specific responses at wk0, wk16 and wk36 using the “OX40 assay” (reviewed in
[1]). We observed a significant increase in HIV-specific responses only after IL-2 treatment
(wk36) (wk16 vs wk36 p<0.02 and wk0 vs wk36 p<0.008, Fig 5B). This induction was anti-
gen-dependent as only HIV-specific but not CMV-specific responses were affected (Fig 5B
and 5D). In line with our previous findings, the HIV-specific responses (at wk36) inversely
correlated with viral load after treatment interruption (r = -0.7 and p<0.007; Fig 5C), but this
was not the case for CMV-specific responses, which did not show any correlation with HIV
viral load after treatment interruption (Fig 5E). Of note, we did not see any changes in
CD4+CD25+CD134+ HIV-specific responses in HIV-infected patients placebo group who did
not receive the vaccine and IL-2 therapy.

Negative modulation of HIV-specific Tregs by IL-2 therapy

Results described above showed that IL-2 therapy down-modulated a population of Tregs
expressing CD39+. We have previously shown that by using CD39 and FoxP3 we were able to
delineate two populations of antigen-specific CD4+CD25+CD134+ T cells with different origin
and function, namely Tregs and Teffs (Fig 6A) and [6,9] and that CD39+ Tregs are potent sup-
pressors of HIV-specific responses in both natural infection and vaccination [9,34]. Accord-
ingly, we confirm here that frequency of CD39+FoxP3+CD25+CD134+ HIV-specific Tregs was

Fig 4. Correlation between total memory or nawve Tregs with PD1+ CD95+ cells. At week36% total memory CD45RO+CD25+CD127lowFoxP3+ (A)
or nawve CD45RO-CD25+CD127lowFoxP3+ (B) were measured by flow cytometry and then correlated with %PD-1+CD95+CD4+. Correlations were
calculated using spearman correlation coefficients (Prism 5.0, version 5.0d). P values were considered significant when � 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.g004
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positively correlated with VL after TI (r = 0.7 and p = 0.01; Fig 6C) and interestingly IL-2
therapy decreased significantly the frequency of CD39+FoxP3+CD25+CD134+ HIV-specific
Tregs, but not CMV-specific Tregs (p = 0.01, Fig 6B). We also found that frequency of
CD39+FoxP3+CD25+CD134+ HIV-specific Tregs was inversely correlated with IFN-č produc-
ing effector specific cells that were measured by ELISpot (r = -0.7, p = 0.03; Fig 7)

To describe more thoroughly the phenotype of these cells, we assessed the expression of sev-
eral putative Tregs markers, such as Helios, CTLA-4 and CD15s, which has recently been
reported as a novel marker of highly suppressive Tregs [35]. Our results show that these mark-
ers were more abundantly expressed on CD39+FoxP3+CD25+CD134+ in comparison to both
CD39-FoxP3+ and CD39-FoxP3- CD25+CD134+ cells as represented by the mean fluorescence
intensity (MFI) for each molecule (Fig 8B). ICOS expression was similar in all subsets but T-
bet and PD-1 expressions were higher in CD39-FoxP3- as compared to the other subsets. Simi-
lar data were obtained with HIV-specific CD39+FoxP3+ cells from patients, with CTLA-4
being significantly higher on these cells (S2 Fig). Of note, MFI of CTLA-4, Helios, CD15s mol-
ecules remained stable on HIV-specific Tregs at wk0, wk16 and wk36 (S2 Fig). In addition to
the phenotype, we have also assessed the suppressive capacity of CD39+Tregs by measuring

Fig 5. HIV-specific CD4+ T-cell responses were amplified by IL-2 treatment and inversely correlate with VL after treatment interruption. (A)
Example of gating strategy used for detecting antigen-specific CD4+CD25+CD134+ cells after in vitro stimulation with p24 or none (OX40 assay), at wk0,
wk16 and wk36. (B and D) Representation of HIV- and CMV- specific CD4+CD25+CD134+ percentages in patients at wk0, wk16 and wk36 using the
gating strategy shown in (A). (C and E) Correlations between %CD4+CD25+CD134+ and viral load at resuming ART, at wk36 for p24 and CMV,
respectively. Correlations were calculated using spearman correlation coefficients (Prism 5.0, version 5.0d). P values were considered significant
when � 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.g005
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cytokine production (TNF-ċ or IFN-č) by flow cytometry (using the OX40 assay) and by ELI-
Spot, before and after CD39+CD4+ cell depletion. In S3 Fig we show a representative flow
cytometry experiment (1 out of 5 that have been performed on 3 HIV+ and 2 CMV+ individu-
als) where total PBMCs or CD39+CD4+-depleted PBMCs have been stimulated by either
CMV, gag-p24 or SEB. As indicated in the figure, the frequency of total CD134+CD25+CD4+

CMV-specific cells decreased from 3.62% to 1.44% (before and after depletion, respectively)
and within this subset, there was a significant decrease in CD39+Foxp3+ cells (30.3% vs 3.66%
before and after depletion respectively), which demonstrates depletion efficacy (S3 Fig).
Importantly, we observed an increase of about 25–30% in TNF-ċ production (p<0.05) after
CD39+CD4+ depletion in CD134+CD25+CD4+ CMV- (mean± SEM, 6.55± 0.44% vs 9.92±
2.78%) and HIV- (mean± SEM, 6.2± 3% vs 8.1± 3.7%) specific cells, demonstrating that
CD39+Tregs have a suppressive function and are able to inhibit cytokine production. Similar

Fig 6. HIV-specific Tregs decrease after IL-2 treatment and positively correlate with viral load after treatment interruption. (A) Gating strategy
used for detecting HIV-specific CD4+CD25+CD134+CD39+FoxP3+ Tregs after p24 stimulation using the “OX40 assay”. (B, D and F) HIV-specific
CD4+CD25+CD134+CD39+FoxP3+ Tregs percentages in patients at wk0 and wk36 using the gating strategy shown in (A). (C, E and G) Correlations
between %CD4+CD25+CD134+CD39+FoxP3+ Tregs at wk36 and viral load at resuming ART. Correlations were calculated using spearman correlation
coefficients (Prism 5.0, version 5.0d). P values were considered significant when � 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.g006
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trends were obtained when we performed IFN-č ELISpot experiments using total PBMCs and
CD39+CD4+-depleted PBMCs stimulated with p24 15-mer peptide pool (S3 Fig).

Altogether, these data indicate that antigen-specific CD39+FoxP3+CD25+CD134+ cells dis-
play bona fide Tregs characteristics.

Globally, these results underline the negative impact of HIV-specific Tregs on HIV-specific
effector responses and on the control of HIV replication and reveal the effect of IL-2 decreas-
ing a population of HIV-specific Tregs expressing CD39.

At the same time, we observed after IL-2 therapy a trend for an increase in
CD39-FoxP3-CD25+CD134+ effector cell frequency at wk36 compared to wk0 (Fig 6F). More-
over, an inversed correlation with VL was observed but was not statistically significant (Fig
6G). In contrast, the fraction of CD25+CD134+ HIV-specific cells T cells expressing FoxP3 but
not CD39 (CD39-FoxP3+CD25+CD134+) increased at wk36 (p<0.05; Fig 6D) and showed an
inverse correlation with VL (r = -0.7 and p = 0.05; Fig 6E).

Contrary to CD45RO-CD25+CD127lowFoxP3+ Tregs, CD39+FoxP3+CD25+CD134+ HIV-
specific Tregs did not show an inverse correlation with CD95+PD1+ CD4+ T cells (S4 Fig) sug-
gesting that they do not impact on T-cell exhaustion.

Discussion

Lessons from the previous phase III trials (SILCAAT and ESPRIT) that have been conducted
to expand the CD4+ T-cell pool in HIV-1-infected patients and yielded no clinical benefit [26],
were very disappointing which somehow banished the use of rIL-2 in HIV immunotherapy
and made the medical community increasingly reluctant to use recombinant cytokines in this
context. Greater improvements were seen however, in the ANRS 093 study where patients
were randomized to continue either HAART alone or to receive therapeutic vaccination fol-
lowed by 3 cycles of subcutaneous IL-2 [31].

Fig 7. Correlations between %CD4+CD25+CD134+CD39+FoxP3+ Tregs and p24 IFNȖ-ELISpot at wk36.
IFN-Ȗ producing cells (SFC) were measured by ELISpot as described in the methods. Correlations were
calculated using spearman correlation coefficients (Prism 5.0, version 5.0d). P values were considered
significant when � 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.g007
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In this study, we revisited the role of IL-2 in immunotherapy and investigated the dynamics
of Tregs subsets in HIV-infected patients receiving therapeutic vaccination combined to IL-2
therapy. We show that while peripheral global CD25+CD127lowFoxP3+ Tregs significantly
increased at wk36 after IL-2 therapy, HIV-specific CD39+FoxP3+ Tregs decreased. Impor-
tantly, we show that after IL-2 therapy, there was a significant decrease in HIV-specific
CD134+CD25+CD39+FoxP3+ Tregs in contrast to IFN-č-producing CD39-FoxP3+ and
CD39-FoxP3- HIV-specific subsets. Why CD39- but not CD39+ cells were preferentially
expanded by IL-2 treatment remains to be clarified. Interestingly, HIV-specific CD39+FoxP3+

Tregs were inversely correlated with viral load after treatment interruption, which is reminis-
cent of our recent report [9]. Moreover, we observed a significant decrease in T-cell exhaustion
as demonstrated by the down-regulation of PD-1, Tim-3, 2B4 and Blimp-1 expressions, which
inversely correlated with total memory CD25+CD127lowFoxP3+ Tregs but not with HIV-spe-
cific CD39+FoxP3+ Tregs. These results make IL-2 a promising cytokine to be reconsidered
for use as an adjuvant in the context of chronic infections as long as it is used in combination
with a vaccine. Moreover, timing and dosing of IL-2 need to be carefully considered for each
situation, as previous studies showed that exogenous IL-2 is detrimental during the expansion
phase after acute LCMV infection for both CD8 and CD4 virus-specific T cells [36]. Of note,

Fig 8. CD25+CD134+ CD39+FoxP3+ cells have bona fide Tregs phenotype. (A) Gating strategy used for detecting CMV-specific CD4+CD25+CD134
+ CD39+FoxP3+ Tregs, and IFN-Ȗ producing CD25+CD134+CD39-FoxP3- and CD25+CD134+ CD39-FoxP3+. PBMCs from CMV+ individuals were
stimulated with CMV lysate for 44hrs. Flow cytometry was used to detect CMV-specific cells as described in the methods. (B) Mean fluorescence intensity
(MFI) of Helios, CD15s, CTLA-4, ICOS, PD-1 and T-bet molecules were measured by flow cytometry in 8 CMV+ individuals to detect CMV-specific
subsets (CD134+CD25+Foxp3+CD39+, CD134+CD25+Foxp3+CD39- and CD134+CD25+Foxp3-CD39-). P values were considered significant
when � 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006489.g008
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excessive IL-2 during T-cell expansion modulates T-cell differentiation towards terminal effec-
tors, which increases cell death and hampers memory formation, whereas IL-2 administration
during contraction led to increased cell survival [36]. Therefore, a careful examination of IL-2
dosing and timing as a means to shift the balance between immunity and tolerance could be
the key for future studies.

The benefit in using systemic low-dose IL-2 has been reported in several autoimmune dis-
orders [15–21]. Studies indicated that this approach is well tolerated and the advantageous
function of low-dose IL-2 has been linked to the expansion of Tregs in controlling immune
responses and establishing tolerance [22]. However, several studies reported that Tregs have
an ambiguous role in HIV infection, as they decrease immune activation, which is beneficial
for HIV-infected individuals, but they also suppress anti-HIV responses, which is undesirable
in such condition (reviewed [1]). Part of this ambiguity is related to Tregs identification and
quantification (reviewed in [37]. In addition, there is another important aspect that has never
been taken into account and that is the simultaneous examination of the global picture and
dynamics of the different Tregs subsets in the same patient. These subsets include HIV-spe-
cific, naïve and activated/memory circulating global Tregs. In this study we have delineated
the dynamics of Tregs subsets after vaccination and IL-2 therapy, and according to previous
studies (SILCAAT and ESPRIT phase III trials) [26,27,38], we found that Tregs frequencies
significantly increased. We demonstrated that naïve CD45RO-CD25+CD127lowFoxP3+ cells
were the most affected by IL-2 treatment as compared to the total memory counterpart.
Importantly, we revealed a significant decrease in CD25+CD127lowFoxP3+CD39+ Tregs, which
were shown to be highly suppressive [6,34]. More interestingly, when we analysed HIV-spe-
cific CD39+FoxP3+ Tregs, we found that they decreased significantly after IL-2 therapy com-
pared to HIV-specific CD39-FoxP3+ and CD39-FoxP3- effectors. It is important to point-out
that HIV-specific CD4+CD134+CD25+ CD39+FoxP3+ Tregs correlated positively with viral
load after treatment interruption, which suggests that Tregs may represent a potential reservoir
for the virus. Indeed, there is strong evidence that Tregs can become latently infected and may
represent a potentially important HIV reservoir as i) they expand in blood and tissues in
chronically HIV-infected patients and SIV-infected macaques [39]; ii) HIV/SIV DNA levels in
Tregs from HIV-infected patients on HAART and SIV-infected rhesus macaques are higher
than that of non-Tregs [40,41]; and iii) Tregs are less susceptible to cell death than conven-
tional T cells [39]. As such, therapeutic interventions aiming at Tregs depletion may directly
contribute to the reduction of the size of virus reservoir [42]. In addition, IL-2 signaling
through CD25 facilitates HIV replication in vitro and facilitates homeostatic proliferation of
CD25+FoxP3+CD4+ Tregs [39]. Thus the implication of HIV-specific CD39+FoxP3+ to the
establishment of HIV reservoir needs to be clarified and is currently under investigation.

In contrast to HIV-specific CD39+FoxP3+, both HIV-specific CD39-FoxP3+ and
CD39-FoxP3- non-Tregs, which are enriched in IFN-č producing effectors, inversely corre-
lated with viral load after treatment interruption. These data are in line with previous LCMV
mouse studies, where daily therapeutic low-dose IL-2 increased virus-specific T-cell responses,
thus resulting in decreased viral burden [43].

There must be a slow turnover of circulating Tregs that are constantly dividing as their
absolute number remains constant [44]. It needs to be clarified whether their survival and
function relies solely on IL-2. One possible explanation to our results showing a significant
increase in global Tregs compared to HIV-specific Tregs after vaccination and IL-2 therapy
could be the fact that the former can be exclusively dependent on IL-2 for expansion, survival
and function, whereas the latter are largely controlled by signaling through the TCR for their
generation. This could explain their role in controlling HIV-specific responses without relying
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that much on IL-2 for their function. Indeed, these hypotheses need to be verified in our future
investigations.

We have previously shown in Dalia1 clinical study [45] that CD4+CD25+CD134+ HIV-
specific responses induced after vaccination, inversely correlated with viral load rebound
after treatment interruption [9]. Similar outcomes were found here in ANRS 093 study,
where we measured CD4+ HIV-specific responses at wk0, wk16 and wk36 using the “OX40
assay”. In the primary ANRS 093 study [30], we have reported that HIV-specific immune
responses at wk0, before therapeutic vaccination and IL-2 administration, did not correlate
with the control of viral replication following TI in contrast to wk16 responses. In the present
study we extend these data, and support the role of IL-2 in boosting pre-existing HIV-spe-
cific effector T cells and suggest its use as an adjuvant in combination with an efficient HIV-
vaccine.

Another positive outcome in this ANRS 093 study is the significant decrease in CD4+ and
CD8+ CD95+PD-1+ frequencies as well as in Tim-3, Blimp-1 and expressions at wk36 post IL-
2 therapy. This expression of CD95+PD-1+ on CD4 T cells was inversely correlated with total
memory CD25+CD127lowFoxP3+ Tregs. Our results are in accordance with previous data in
chronic LCMV infection where IL-2 treatment was associated with decrease expression of
inhibitory receptors consistent with a less exhausted phenotype [43]. We believe that our
results shed light on the contrasting impact of IL-2, as on one hand we observed an increase in
global CD25+CD127lowFoxP3+ Tregs which might impact on T-cell exhaustion, and on
another hand a decrease in HIV-specific CD134+CD25+CD39+FoxP3+ Tregs, that positively
correlated with viral load confirming the non-beneficial role of HIV-specific Tregs in the con-
text of therapeutic vaccination [9]. Altogether, these data uncover some benefits in the use of
IL-2 as an adjuvant in HIV-vaccines protocols.

Given that therapeutic vaccines and cytokines have been commonly used to enhance HIV-
specific cell-mediated immune responses and to suppress virus replication, revisiting IL-2 for
its use as an adjuvant in HIV therapeutic vaccination, appears timely. While the former is
important to stimulate HIV-specific T-cell responses, the latter may support the expansion of
the stimulated virus-specific T cells. The recent success using checkpoints inhibitors in the
cancer field [46], have started to be introduced in preclinical models of HIV with the objective
to preserve the function of HIV-specific CD8+ T cells from exhaustion and target directly HIV
cell reservoir [47–49]. These major advances in immunological intervention strategies provide
a rationale for revisiting the use of IL-2 together with immune checkpoint molecules in combi-
natorial therapeutic strategies to enhance the vaccine-elicited immune response and thus gain
more efficient control of virus replication (review in [50]).

Studies using the LCMV model indicated that combined IL-2 and PD-1 blockade therapy
represents a promising therapy for increasing CD8 T cell function and reducing viral loads
during chronic infection [43]. Additional studies will need to be performed to determine
whether IL-2 or combined IL-2 therapy helps “reprogram” exhausted CD8 T cells in humans.

Altogether our data highlight the positive role of IL-2 therapy in HIV infection, as despite
an increase in CD25+CD127low Tregs, HIV-specific effector CD4+ T cells were greatly
increased and were able to reduce viral load. This emphasizes the distinct roles that IL-2 ther-
apy can have during an autoimmune manifestation where low-dose IL-2 therapy can increase
Tregs, resulting in clinical improvement (reviewed in [22]) and during chronic infection
where virus-specific T cells can expand and impact on viral load. Thus combining IL-2 therapy
with vaccination seem to be promising and useful in clinical strategy for reversing T cell
exhaustion during chronic infections and boosting antigen-specific effector responses leading
to an enhanced reduction in viral burden.
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Materials and methods

Patients, vaccines and study design

Seventy patients over 18 years, with asymptomatic HIV-1 infection and CD4 T-cell
counts > 350 cells/ml and plasma HIV RNA < 50 copies/ml and who have been previously
treated with HAART for at least 1 year were eligible. Patients who received subcutaneous IL-2
in a previous study [31], were also eligible and the last cycle was administered at least 3 months
prior study entry. Patients were randomized to continue either HAART alone (n = 37; control
group) or combined with 106.6 median infectious dose (ID50) ALVAC vCP 1433 and 3 mg
HIV-LIPO-6T (both given by Aventis Pasteur) administered intramuscularly at weeks 0, 4, 8,
12 followed by three cycles of subcutaneous IL-2 (given by Chiron Europe) at weeks 16, 24, 32
(4.5 MIU, twice daily for 5 days) (n = 33; vaccine group) (Fig 1a). ALVAC-HIV expresses sev-
eral HIV genes: for gp120 (MN strain) and a part of the anchoring transmembrane region of
gp41 (LAI strain); for the p55 polyprotein, expressed by gag (LAI strain); for a portion of pol
encoding the protease; and for genes expressing cytotoxic T lymphocyte peptides from pol and
nef. The HIV-LIPO-6T vaccine is a mixture of the tetanus toxoid TT-830-843 class II-
restricted universal CD4 epitope combined with five peptides: Gag 17–35, Gag 253–284, Nef
66–97, Nef 116–145 and Pol 325–355 from HIV-1 LAI. Patients with HIV RNA < 50 copies/
ml stopped HAART at week 40. Following treatment interruption, HAART was reinitiated if
HIV RNA was > 50 000 cp/ml at 4 weeks after interruption or > 10 000 copies/ml at 8 weeks
after interruption or thereafter at any protocol follow-up visit.

Blood samples

All experiments were performed on freshly thawed cells that were left to rest for 5–6 hours in
human serum-supplemented medium at 37˚C.

Flow cytometry staining and phenotyping

All staining experiments were performed at 4˚C for 30 minutes. Antibodies used were
CD3-PerCPCy5.5, CD3-AF700, CD4-Brilliant Violet 605, CD8-APC-Cy7, CD25-APC,
CD134-PE, OX40-APC, TNF-ċ-PECy7, CD154-APC, CD152-PCF594, Tbet-PerCPCy5.5,
PD1-PeCy7, CD15s-Brilliant Violet 421, Helios-PE, ICOS-PeCy7, CD39-Brilliant Violet 711
(Becton Dickinson (BD) Biosciences), CD4-Alexa Fluor 700, IFN-č-eFluor450, IL2-PerCPe-
Fluor710, Streptavidin-Alexa Fluor 700 (eBioscience), FoxP3-Alexa Fluor 488, CD25-Brilliant
Violet 421 (BioLegend), CD39-biotin, CD127-PE, CD4-APCVio770, CD3-APCVio770 (Milte-
nyi biotec), Streptavidin-ECD, CD45RO-ECD (Beckman Coulter). LIVE/DEAD fixable aqua
staining kit (Life technologies) was used to discriminate live and dead cells. For intracellular
staining, FoxP3 buffer set (eBioscience) was used. Cell acquisition was performed by an LSR II
(Becton Dickinson) and analyses were performed using FlowJo software.

T-cell functional assays

The “OX40 assay” is described in details elsewhere [9,51]. Briefly, two million PBMCs or
Tregs-depleted cells were plated in 24-well plate and stimulated with 1μg/mL CMV lysate
(Behring) or 2μg/mL of HIV-1 Gag p24 peptide pool for 44 hours. In the last 6 hours, 1μg/mL
of Brefeldin A (Sigma) was added to block the secretion of IFN-č, IL-2 and TNF-ċ. Cells were
then collected and stained for subsequent analysis by flow cytometry (BD LSR II).

In some experiments CD39+CD4+ cells were depleted from PBMCs before performing the
“OX40 assay”. Briefly, we first isolated CD4+ T cells that were negatively selected using CD4
Microbeads (Miltenyi Biotec). The non-CD4 cell fraction has been collected too and put in a
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12 well-plate for the rest of the experiment. On the purified CD4+ cells, biotinylated anti-
CD39 mAb was added. After incubation and several washes, CD39-labelled CD4+ T cells were
incubated with anti-biotin Microbeads (Miltenyi Biotec) to positively collect the CD39+CD4+

fraction. The non-CD39 fraction has been collected too and added to the well together with
the non-CD4 to “reconstitute” the PBMCs (CD39+CD4+-depleted PBMCs). Hence, “OX40
assay” was then performed as described above on total PBMCs and on CD39+CD4+-depleted
PBMCs.

EliSpot ELISpot assay

Evaluation of HIV-specific cells producing interferon-č (IFN-č) was assessed on frozen total
PBMCs and CD39+CD4+-depleted PBMCs (obtained as described above) and using an ELI-
SPOT assay performed as described [31]. Antigens included 9 or 18 pools of 15-mer peptides
covering HIV-1 Gag (11 pools), reverse transcriptase (four pools) and Nef (three pools) (Neo-
system) at 2 μg/ml. The IFN-č-producing cells were counted using an automated microscope
(Zeiss, Le Pecq, France), expressed as spot-forming cells (SFC)/106 PBMC and averaged over
triplicate wells. The number of specific SFC/106 PBMC was calculated by subtracting the nega-
tive control value (unstimulated cells) from the established SFC count. Positive responses were
defined as greater than 100 SFC/106 PBMC over background and at least twofold the back-
ground value.

The breadth of the response was the number of recognized pools among 18 pools tested
and the magnitude was defined as the sum of positive responses to individual pools (total
SFC/106 PBMC).

Statistical analysis

Analyses of differences between pre- and post-vaccination time points were done by Wilcoxon
matched-pairs signed rank test. Correlations were assessed by Spearman correlation
coefficients.

Prism 5.0, version 5.0d, (GraphPad Software, Inc.) was used for statistical analyses. P values
were considered significant when < 0.05.

Ethics statement

Ethics committee (CCPPRB Créteil Henri Mondor) approved this study and written informed
consent from all patients, in accordance with the Declaration of Helsinki, were obtained prior
to study initiation.

All blood samples used in the study were obtained from ANRS (Agence Nationale de la
Recherche sur le SIDA) and were anonymized.

Supporting information

S1 Fig. Mean fluorescence intensity (MFI) of Blimp-1 (A), Tim-3 (B), CD38 (C) and
HLA-DR (D) molecules were measured by flow cytometry in CD4+CD95+ cells from HIV-
infected patients at wk0, wk16 and wk36.
(TIFF)

S2 Fig. Mean fluorescence intensity (MFI) of CTLA-4 was measured by flow cytometry in
CD4+CD25+CD134+CD39+FoxP3+, CD4+CD25+CD134+ CD39-FoxP3+ and CD4+CD25+

CD134+ CD39-FoxP3- subsets from an HIV-infected patient at wk0, wk16 and wk36. P val-
ues were considered significant when < 0.05.
(TIFF)
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S3 Fig. Cytokine expression before and after CD39+Tregs depletion. (A, top and bottom
panels) Representative flow cytometry experiment (1 out of 5) using « OX40 assay » to
measure the frequency of CD134+CD25+CD4+ and CD134+CD25+CD4+ Foxp3+CD39+ cells
after stimulation of total PBMCs or CD39+CD4+-depleted PBMCs with CMV lysate. (B)
TNF-ċ production in CD134+CD25+ CMV-specific cells before and after CD39+CD4+ Tregs
depletion. (C) TNF-ċ production in CD134+CD25+CD4+ after stimulation with CMV lysate
in CMV+ individuals (n = 2) or with Gag p24 peptide pool in HIV+ patients (n = 3). SEB
was used as a positive control. (D) IFN-č ELISpot experiments using total PBMCs and
CD39+CD4+-depleted PBMCs (n = 2 HIV-infected patients) stimulated with p24 15-mer pep-
tide pool (SFC are expressed per 106 cells). Prism 5.0, version 5.0d, (GraphPad Software, Inc.)
was used for statistical analyses. P values were considered significant when < 0.05. Standard
Error of the mean (SEM) are represented for histograms shown in C and D.
(TIFF)

S4 Fig. Correlation of CD25+CD134+CD39+FoxP3+ HIV-specific Tregs and
CD4+CD95+PD1+ at wk36. Correlations were calculated using spearman correlation
coefficients (Prism 5.0, version 5.0d). P values were considered significant when < 0.05.
(TIFF)
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Summary

T follicular helper (Tfh) cells are essential for B-cell differentiation and
the subsequent antibody responses. Their numbers and functions are
altered during human and simian immunodeficiency virus (HIV/SIV)
infections. In lymphoid tissues, Tfh cells are present in germinal centre,
where they are the main source of replicative HIV-1 and represent a
major reservoir. Paradoxically, Tfh cell numbers are increased in chroni-
cally infected individuals. Understanding the fate of Tfh cells in the course
of HIV-1 infection is essential for the design of efficient strategies toward
a protective HIV vaccine or a cure. The purpose of this review is to sum-
marize the recent advance in our understanding of Tfh cell dynamics dur-
ing HIV/SIV infection. In particular, to explore the possible causes of
their expansion in lymphoid tissues by discussing the impact of HIV-1
infection on dendritic cells, to identify the molecular players rendering
Tfh cells highly susceptible to HIV-1 infection, and to consider the contri-
bution of regulatory follicular T cells in shaping Tfh cell functions.

Keywords: dendritic cells; germinal centre; HIV-1; SAM domain and HD
domain-containing protein 1; T follicular helper cell.

Human immunodeficiency virus (HIV) cure and the
development of an effective vaccine are dependent on a
better understanding of the immune system in healthy
individuals, as well as in HIV-1-infected subjects. Recent
advance in the characterization of broadly neutralizing
antibodies have proven their potency in preventing infec-
tion in animal models and also to decrease HIV-1 viral
load in humans.1 However, only a small proportion of
HIV-1-infected individuals generate broadly neutralizing
antibodies, and B-cell functions are impaired during
HIV-1 infection.2

B-cell maturation and differentiation toward memory
and plasma cells is dependent on a subset of CD4+ T cells
that express CXCR5 and migrate to B-cell follicles,
namely T follicular helper (Tfh) cells.3 The differentiation

of naive CD4+ T cells toward Tfh cells is a multistep pro-
gramme in which cell-to-cell contacts as well as cytokine
environment are critical.4,5 Mature antigen-presenting
cells migrate from the periphery to the lymphoid tissues
to activate their cognate naive CD4+ T cells in the T-cell
zone. Upon activation, CD4+ T cells up-regulate CXCR5
and migrate to the B-cell zone where they will encounter
cognate B cells. The T-cell–B-cell interactions through
surface proteins provide further signals allowing pre-Tfh
cells to enter the B-cell follicles and facilitate the germinal
center (GC) reaction. Several cytokines, such as inter-
leukin-6 (IL-6), IL-21 and IL-12 have been involved in
the development of Tfh cells.4,6

After considering the recent data on Tfh cell dynam-
ics in HIV/simian immunodeficiency virus (SIV)

Abbreviations: ART, antiretroviral therapy; Blimp-1, B lymphocyte induced maturation protein 1; CCR, C-C chemokine receptor;
cDC, conventional dendritic cell; DCs, dendritic cells; FoxP3, forkhead box P3; GC, germinal center; HIV, human immunodefi-
ciency virus; IFN, interferon; IL, interleukin; LCMV, lymphocytic choriomeningitis virus; LN, lymph node; pDC, plasmacytoid
dendritic cell; PD-L, programmed death-ligand; PD, programmed death; SAMHD1, SAM domain and HD domain-containing
protein 1; SIV, simian immunodeficiency virus; Tfc, follicular cytotoxic T; Tfh, T follicular helper; Tfr, follicular regulatory T;
TGF-b, transforming growth factor b; Th, T helper; TLR, toll-like receptor; Treg, regulatory T
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infection, we herein discuss (i) the dynamics and func-
tions of dendritic cells (DCs) during HIV-1 infection,
(ii) how lymph node (LN) B cells of HIV-1-infected
individuals impair Tfh cell functions, and (iii) the
involvement of newly described follicular regulatory and
follicular cytotoxic T cells in shaping Tfh cells in HIV/
SIV infection.

Tfh cell differentiation and functions are altered
during HIV-1 infection

Replication of HIV occurs mainly in lymphoid tissues,7–9

particularly in CD4+ T cells, although some infected
macrophages have been observed.10 Following their dis-
covery in the early 2000s, Tfh cells in the context of HIV
and SIV infection have been under intense investigation.
These cells are depleted during acute SIV/HIV infection11

whereas their numbers are higher in the chronic stages of
the disease compared with uninfected individuals,12–18

before decreasing in AIDS subjects.19,20 HIV-1 treatment
induces the normalization of Tfh cell numbers in LNs
from patients,13 and no statistical differences are observed
between HIV-1-infected treated individuals and non-
infected controls.12,21 Similarly, Tfh cell frequencies in gut
biopsies did not differ from those observed in treated
HIV-1-positive and -negative individuals.22 Importantly,
Tfh cells form an important reservoir during HIV/SIV
infection.23

Expansion of Tfh cells in LNs from chronically HIV-1-
infected individuals correlates with the viraemia13 and is
associated with gammaglobulinaemia and skewing of B-
cell phenotype.12,13,16 Importantly, Tfh cells exhibit the
highest levels of HIV-1/SIV DNA and RNA compared
with other LN CD4+ T-cell subsets,13,14,18,24 and replica-
tive HIV-1 virions can be recovered from activated Tfh
cells isolated from viraemic patients.13 Eventually, sorted
Tfh cells were shown to be highly susceptible to HIV-1
infection.13,21,24 The susceptibility of Tfh cells to HIV-1
infection compared with other LN or tonsillar CD4+ T
cells is associated with a lack of SAM domain and HD
domain-containing protein 1 (SAMHD1) expression in
those cells.21 Moreover, we showed that the expression of
the restriction factor SAMHD1 decreases with T-cell pro-
liferation and inversely correlates with CD4+ T-cell sus-
ceptibility to HIV-1 infection.21 SAMHD1 is a
triphosphohydrolase enzyme that controls the intracellu-
lar level of deoxyribonucleoside triphosphates. SAMHD1
plays a role in innate immune sensing and autoimmune
disease, and restricts HIV-1 infection; its expression is
regulated with cell cycling.25 Whether the low expression
of SAMHD1 is an intrinsic characteristic of Tfh cells, or
is a consequence of their cycling capacity remains to be
determined.
The function of Tfh cells is usually measured by their

capacity to produce IL-21. Although a decreased IL-21

production by Tfh cells has been observed in untreated
HIV-1 infection16 or SIV-infection,19 others observed
higher levels of IL-21+ Tfh cells in LNs from HIV-1-
untreated individuals compared with controls.13 In our
cohort, we found comparable frequencies of IL-21+ CD4+

T cells between treated HIV-1-positive subjects and con-
trols.21 The production of IL-21 by Tfh is crucial for their
ability to induce B-cell maturation and differentia-
tion.26,27 B cells, in turn, also impact IL-21 production by
Tfh cells in HIV-1 infection, as further discussed below.16

The ability to produce IL-21 by Tfh cells during chronic
HIV-1 infection was recently associated with a preferen-
tial differentiation of Tfh cells towards a T helper type 1
(Th1) -like phenotype.28 The Th1/Th17 balance of Tfh
cells has been shown to be important in several diseases.29

Importantly, we showed that LN percentages of CD4+ T
cells producing IL-17A were lower in HIV-1-infected
patients under antiretroviral therapy (ART) compared
with healthy subjects.21 In line with those results, C-C
chemokine receptor 6 positive (CCR6+) Tfh cells, which
were shown to produce IL-17,30 are depleted in SIV infec-
tion.28 As IL-17A promotes GC B-cell migration toward
CXCL12 and CXCL13 in vitro,31 changes in IL-17A levels
may also play a role in the aberrant B-cell responses seen
in HIV-1-infected individuals. Indeed, blood memory
PD-1+ CXCR5hi CCR6hi “Tfh17” cells capable of provid-
ing help to B cells are decreased in chronic HIV infection,
but they recover after ART.32 Further studies are needed
to better define the physiological role of IL-17 signalling
in normal human GC B cells.
The reasons for Tfh cell accumulation during the

chronic phase of HIV-1 infection despite their high sus-
ceptibility to the virus are not clear. A better understand-
ing of the dynamics of DC functions during HIV-1
infection is necessary because those cells are the initiators
of Tfh development, as we discuss below.

Impact of HIV-1 on DCs

Due to their localization at the mucosa, where most HIV-
1 transmission occurs, DCs are thought to be crucial for
the establishment of the infection.33 Upon uptake of
HIV-1 at the mucosa, DCs migrate to lymphoid tissues
where they can transfer the virus to activated CD4+ T
cells. DCs are sentinels distributed through the tissues
and the blood. They are equipped with various receptors
that render them able to sense HIV-1 virions.34 Langer-
hans cells, present in the mucosa, are likely to play a role
in the establishment of HIV-1 infection.33 Plasmacytoid
DCs (pDC) and conventional DCs (cDC1 and cDC2) are
present in peripheral blood, and are recruited at the
mucosal site upon inflammation. Both pDCs and cDCs
express the class II major histocompatibility complex pro-
tein HLA-DR, but pDCs display CD123 (IL-3 receptor)
whereas cDCs are defined phenotypically by the
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expression of CD11c. Functionally, cDCs act as antigen-
presenting cells, whereas pDCs respond to viral infection
by secreting copious amount of type I interferon (IFN).
The necessary interaction between naive CD4+ T cells

and DCs to drive Tfh cell differentiation comes essentially
from studies in mice.35,36 Recent studies in humans have
shown that DCs have the capacity to induce Tfh-like cells
in vitro.37,38 These studies point to a role for IL-12, but
also IL-6 in driving the expression of Tfh cell markers,
depending on the activation signals given to monocyte-
derived DCs. Transforming growth factor-b (TGF-b) acts
also, together with IL-12 and IL-23, in the differentiation
of Tfh-like cells.39 In addition, a role for IL-27 was
reported in Tfh cell priming by DCs in vitro.40 Given the
limited amount of human DCs in blood and the difficul-
ties in accessing tissue DCs, data are scarce on the factors
essential for the priming of human Tfh cells in vivo. A
subset of DCs from human female reproductive tracts
were shown to capture HIV-1 virions ex vivo, which
induced their activation and subsequently CD4+ T-cell
proliferation.41 The CD4+ T-cell polarization by HIV-1-
exposed and/or infected DCs remains to be evaluated.
Few reports have shown that the susceptibility of DCs

to HIV-1 infection is rather limited, but both CD11c+

cDCs and CD123+ pDCs could be infected ex vivo.42,43

The low permissibility of DCs to HIV-1 infection is most
likely due to high expression of SAMHD1.44 The addition
of the HIV-2/SIV-encoded protein Vpx in vitro, which
inhibits SAMHD1, induces a much higher proportion of
infection.
In vitro HIV-1 culture, as well as in vivo HIV-1 and

SIV infections, lead to HIV-1 uptake by pDCs and type I
IFN release. The nucleic acids contained in HIV-1 virions
activate toll-like receptor 7 (TLR7) in endosomes and
induce the release of IFN-a through interferon regulatory
factor-3 activation.34,45 Plasmacytoid DCs are thought to
be an important driver of immune activation through
their release of type I IFN, and IFN-a levels are elevated
in HIV-1-infected individuals.46 The release of IFN-a by
pDCs upon culture with HIV-142,47 reflects the matura-
tion of the cells and is accompanied by the expression of
CD83 and CCR7, as well as the co-stimulatory molecules
CD80 and CD86.47 CCR7 expression allows pDCs to
migrate toward lymphoid tissues. Although HIV-1 does
not directly induce cDC maturation in vitro, supernatant
of pDCs cultured with HIV-1 led to the increase in
CD83, CD80 and CD86 expression on cDCs.47 Others
have shown that HIV-1 induces the production of IL-6
and tumour necrosis factor-a by cDCs,48 although the
expression of maturation markers was only modestly
increased.42,48 Notably, studies in SIV models show that
non-pathogenic SIV infection of African green monkeys
leads also to IFN-a production, but is limited to the acute
phase.45

Dynamics of blood and tissue DCs during HIV-1
infection

Phenotypical studies of peripheral blood DCs have
revealed that the levels of both cDCs (HLA-DR+ CD11c+)
and pDCs (HLA-DR+ CD123+) are decreased in HIV-1-
infected subjects.49–56 Others showed that pDC levels were
increased in non-treated HIV-1-infected individuals with
CD4 counts > 400 cells/ll, whereas they declined strongly
in patients with AIDS.55 Blood dendritic cell antigen posi-
tive cDC1 levels were also found to be lower in infected
subjects compared with HIV-1-negative controls, whereas
similar levels of total CD11c+ cDCs were observed in the
two groups.52 In most studies, low levels of CD11c+ and
CD123+ DCs inversely correlated with viral load and/or
CD4 decline.50–52,56,57 Longitudinal studies showed that
ART initiation leads to an increase of both cDC and pDC
subsets, although not reaching those of HIV-1-negative
controls for the latter.58 Others, however, did not observe
a normalization of peripheral DC numbers in HIV-1-
infected individuals under ART.50,51 Some reported an
increase of cDC levels in HIV-1-infected individuals with
CD4 T-cell counts > 500 cells/ll compared with con-
trols.59

Studies of SIV infection showed a similar decrease in
pDC levels in peripheral blood,60,61 whereas CD1c+ cDCs
were at higher numbers compared with non-infected ani-
mals60 but were also depleted in animals with AIDS.61 Lon-
gitudinal studies of SIV-infected macaques showed a rapid
increase of blood cDC and pDC subsets during the first
week post-infection in peripheral blood.62 Thereafter, during
the advanced stages of the disease, DC proportions declined
to lower levels compared with non-infected animals.62

Lower numbers of circulating DCs during HIV/SIV
infection are also associated with altered functions. Blood
cDCs from viraemic HIV-1-infected individuals sponta-
neously secrete IL-6 and IL-12 ex vivo.57 Co-stimulatory
molecule expression is also increased. CD86 and CD40
expression was found at higher levels on blood HLA-DR+

cells from HIV-1-positive individuals compared with con-
trols, with the highest CD40 expression observed on cDCs
from non-treated HIV-1-positive individuals.51 Impor-
tantly, ART induced normalization of both CD86 and
CD40 expression on total HLA-DR+ cells.51 The ability of
cDCs to stimulate allogeneic T cells is not altered between
HIV-1-infected and negative individuals.52,63 Similarly, in
line with the decreased levels of pDCs, IFN-a production
in response to viruses measured in PBMCs is lower in
HIV-1-infected individuals compared with controls.52,64

While DC blood levels decrease during HIV/SIV infec-
tion these numbers were found at higher levels in lym-
phoid tissues from infected monkeys62,65 and
humans,53,54,66,67 pointing to their recruitment into the
lymphoid organs. As the disease progresses towards AIDS,
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however, SIV macaques display a depletion of DCs in
LNs.61 The pDCs that are recruited to LNs, form clusters
in the interfollicular regions (Fig. 1).66,67 Clustering of

pDCs was shown to inversely correlate with the CD4+ T-
cell count and to increase with progressing HIV-asso-
ciated lymphadenopathy.67

Tfh-Cell Dysregulations During Chronic HIV/SIV Infection
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Figure 1. Follicular helper T (Tfh) cell dysregulations during chronic HIV/SIV infection.
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Limited data are available on the functions of LN DCs.
Conventional DCs isolated from LNs of HIV-1-infected
individuals were shown to spontaneously produce IL-12
ex vivo, which increased upon TLR stimulation. Ex vivo
tumour necrosis factor-a production by cDCs and pDCs
was low but also increased following TLR activation. The
LN pDCs needed TLR stimulation to produce measurable
levels of IFN-a.54 In this study, the authors did not com-
pare the functions of LN DCs from HIV-1-infected sub-
jects with non-infected controls, so limiting the extent of
the findings. In contrast to circulating DCs, the ability of
LN DCs to respond to TLR stimulation and supporting
T-cell responses ex vivo has been shown to be altered dur-
ing SIV infection.68 This outcome results from a lower
ability of pDCs and cDCs isolated from LNs of SIV-
infected macaques to produce IFN-a and IL-12 upon
TLR stimulation compared with naive controls.68

In a recent study, skin DC numbers were similar in
HIV-positive and HIV-negative individuals, confirming
that the lower levels of DCs measured in the blood are
not general.69 When measuring the infiltration of DCs in
the skin after challenge with antigen, however, DC num-
bers were lower in skin from HIV-1-infected individuals
compared with control, with the lowest numbers found
in individuals with AIDS,69 suggesting that DC recruit-
ment to inflamed tissue might be impaired during HIV-1
infection.
More work is still needed to decipher the interplay

between HIV-1 and primary DCs from blood and tissues,
especially in term of maturation, migration and T-cell
priming. Indeed, with the recent advances in DC biology
and subset functions,70 it would be crucial to evaluate the
susceptibility of these different DCs to HIV-1 infection and
their ability to induce Tfh cells upon HIV-1 exposure.

How DCs may drive Tfh differentiation during
HIV-1 infection

Type I IFN production by pDCs as well as their recruit-
ment to lymphoid tissues is a hallmark of HIV-1 infec-
tion (Fig. 1). Interestingly, type I IFN induces expression
of bcl-6, CXCR5 and programmed death 1 (PD-1) during
naive CD4+ T-cell activation, through the activation of
signal transducer and activator of transcription 1.71 The
authors showed, however, that IL-21 production was not
induced by IFN-a/b.
It remains to be established whether the increased

numbers of Tfh observed during chronic HIV-1 infection
are associated with pDC recruitment to the lymphoid tis-
sues. Importantly, mice with persistent viral infection also
display an accumulation of Tfh cells in lymphoid tis-
sues.72 Indeed, a preferential differentiation of lympho-
cytic choriomeningitis virus (LCMV) -specific naive
CD4+ T cells into Tfh cells is observed in the context of
persistent LCMV infection. This imbalance toward Tfh

cell differentiation is dependent on type I IFN, IL-10 and
programmed death ligand 1 (PD-L1). Type I IFN stimu-
lates the expression of PD-L1 and the production of IL-
10 by DCs, which in turn drives naive CD4+ T cells
towards a Tfh phenotype.72 Of note, IFN-a has also been
recently involved in B-cell apoptosis and differentiation
toward short-lived plasmablast,73,74 in a similar way to
what has been described in HIV-1-infected patients.
Other cytokines that are found at increased levels in

HIV-1-positive individuals favour Tfh differentiation.
That is the case for IL-6, which is required for the early
stages of Tfh development.75 As mentioned, TGF-b can
participate to the differentiation of naive CD4+ T cells
into Tfh cells in humans.39 The authors showed TGF-b
production by tonsillar CD11c+ cells in the T-cell zone.
Notably, TGF-b levels are higher during HIV-1/SIV infec-
tion and are associated with regulatory T-cell accumula-
tion and disease progression (Fig. 1).76 Furthermore,
TGF-b is an important cytokine driving the fibrosis of
lymphoid organs during HIV-1/SIV infection.77 It would
therefore be important to analyse Tfh cell dynamics and
functions in association with TGF-b levels in HIV-1-
infected individuals.

Alterations of GC B-cell impact on Tfh cells
during HIV-1 infection

Despite higher levels of Tfh cells, B-cell responses are
impaired in HIV-1-infected individuals.2 Cognate Tfh–B-
cell interactions are essential for the GC reaction and PD-
1 expression by Tfh cells is important for appropriate GC
B-cell development. Although no difference in PD-1
expression was found on Tfh cells from HIV-1-infected
individuals compared with healthy controls,16 in vitro
HIV-1 infection of Tfh cells leads to a decrease in PD-1
surface expression.24

The ligands for PD-1, namely PD-L1 and PD-L2, are
expressed by DCs, macrophages and also B cells. PD-L1
expression by cDCs in the LNs of HIV-1-infected individ-
uals was observed,54 as well as macrophages.68 Studies of
SIV-infected macaques have shown that while PD-L1 is
increased on LN B cells, their expression of PD-L2 is
decreased compared with non-infected animals.19 PD-L1
was also reported to be expressed at higher levels on GC
B cells during HIV-1 infection.16 Importantly, autologous
Tfh-B-cell co-cultures from SIV-infected macaques or
HIV-1-infected patients led to a defect in IgG production
compared with co-cultures of cells isolated from healthy
subjects (Fig. 1).16,19 In those studies, however, Tfh cells
from infected subjects showed high levels of apoptosis,
and it cannot be excluded that Tfh viability impacts the
in vitro co-culture experiments. Nevertheless, blocking
PD-L1/-L2 improves IgG secretion of B cells co-cultured
with Tfh cells from HIV-1-infected individuals.16 The
authors showed that the triggering of PD-1 on tonsillar
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Tfh cells, leads to decreased cell proliferation, to a lower
expression of inducible T-cell co-stimulator as well as a
lower production of IL-21 upon T-cell stimulation
(Fig. 1).16 Importantly, as anti-PD-1 treatment is thought
to be a good candidate for immunotherapy in HIV-1-
infected individuals, it would be critical to evaluate its
effects on Tfh cells in this context.78

Dysfunction of Tfh cells is also characterized by
decreased IL-21 production in HIV-1 infection16 or SIV
infection.19 In contrast, we and others did not observe
defects in IL-21 production by LN CD4+ T cells.13,21 Of
note, IL-21 treatment of SIV-1-infected macaques
induced an increase in circulating memory B cells and in
SIV-specific IgG antibody levels in the serum compared
with controls, without, however, affecting viral load.79

We reviewed previously the possible reasons for B-cell
dysfunctions during HIV-1 infection.2,80 Further investi-
gations of GC B cells during HIV-1 infection are needed,
as the crosstalk between Tfh and B cells is crucial for an
effective humoral response. In addition, an increase in
plasma cells has also been observed during HIV-1 infec-
tion81,82 where they accumulate in the interfollicular
regions.66 As recent evidence in mice showed an effect of
plasma cells on Tfh cell differentiation,83,84 it would also
be important to evaluate the impact of plasma cells on
Tfh cells in humans and during HIV-1 infection.

Follicular regulatory T cells during HIV-1
infection

Germinal centre reaction needs to be highly regulated to
prevent the development of systemic autoimmune dis-
eases, chronic inflammation, allergic responses and B-cell
malignancies.85,86 Recent advances in the field have
revealed specialized subsets of T cells necessary for the
control of B-cell responses in the follicle. These cells are
called follicular regulatory T cells (Tfr) and share pheno-
typic characteristics with Tfh and conventional regulatory
T (Treg) cells but are distinct from both. The Tfr cells
originate from natural Treg precursors, unlike Tfh cells,
which originate from naive CD4+ T cells. Tfr cells also
differ from Tfh cells by expressing forkhead box P3
(FoxP3) and B lymphocyte induced maturation protein 1
(Blimp-1). Tfr cells express high levels of CXCR5 (which
directs them to the GC), PD-1 and inducible T-cell co-
stimulator, and also Bcl6 but at lower level than Tfh
cells.87 Importantly, Tfr cells potently suppress both Tfh
and B cells in the GC reaction (Fig. 1).88–90 After initial
imprinting by DCs, Tfr cells either leave the LN and enter
the circulation destined to become a memory-like Tfr cell,
or migrate to the B-cell zone to become effector Tfr cells
that suppress Tfh and GC B cells.91

Studies on the role of Tfr cells in viral infections have
started to emerge. In response to influenza virus or
LCMV infection, the percentage of Tfr cells contained

within the CD4+ CXCR5+ gate in lymphoid organs corre-
sponds approximately to 20–30% upon immunization. In
contrast, the Tfr-cell percentage drops to 6–8% in lung-
draining LNs after influenza virus infection or in the
spleen after LCMV infection.91 Increased Tfr cell numbers
were seen also during chronic hepatitis B and hepatitis C
virus infection in humans.92 Tfr cell expansion seems to
be a feature of many chronic viral infections as Tfr fre-
quency appeared to increase in the spleens of chronically
HIV-infected untreated individuals.93 In a more recent
study, however, it has been shown that Tfr cell numbers
may actually decrease in SIV infection.94 The discrepan-
cies in these findings might be due to the different gating
strategies used to identify Tfh and Tfr cells.
The capacity of Tfr cells to suppress Tfh or B cells dur-

ing HIV or SIV infection is still unclear but it has been
reported that Tfr cells suppress Tfh-cell activation as well
as IL-21 and IL-4 production in in vitro experiments.95 In
SIV infection studies, greater avidity of anti-gp120 anti-
bodies correlated with lower frequencies of Tfr cells,94

suggesting that during chronic infection Tfr cells may
inhibit somatic hypermutation of B cells. Altogether,
these data demonstrate an important role for Tfr cells in
controlling antibody production during viral infection.
More direct experiments are needed to assess the suppres-
sive capacity of Tfr cells in B-cell responses.
As mentioned above, Tfh cells serve as the main reser-

voir for HIV or SIV.23 Recent studies reported that Tfr
cells can also be infected with HIV or SIV, possibly due
to CXCR4 or CCR5 expression on these cells, and block-
ade of these chemokine receptors inhibited HIV infection
of these cells in vitro.15,94,95 Hence, Tfr cells (as well as
Tfh cells) may influence HIV and SIV infections by har-
bouring virus as well as by regulating B-cell responses.
More recently, another CXCR5+ T-cell subset that

migrates to the GC and plays an important role in eradicat-
ing infected Tfh cells, has been reported.96,97 These cells are
called “follicular cytotoxic T cells” (Tfc cells) and exhibit
high expression of molecules linked to memory develop-
ment such as CD62L, IL-7 receptor and T-cell-specific
transcription factor 1, and low expression of granzymes
and perforin relative to that of conventional cytotoxic T
cells. The Tfc cells are able to control infections in B-cell
follicles and their lack results in exaggerated infection
(Fig. 1).97 HIV-specific CXCR5+ CD8+ T-cell numbers
were inversely correlated with viral load in HIV-infected
patients.96,97 Similar data have been reported in SIV-
infected animals.98,99 Hence, understanding how to direct
the differentiation and function of Tfc cells might help in
the design of new strategies for eliminating HIV reservoirs.

Conclusion

The Tfh cells are central to mount protective humoral
responses against HIV-1, as has recently been confirmed
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in an SIV model.100 The recent discovery of Tfr cells has
changed our view about how antibody responses are reg-
ulated, which will help in the design of new strategies for
controlling humoral immune responses. In light of the
recent findings on passive immunotherapy by using
broadly neutralizing antibodies that can boost host
immunity to HIV-1,101 the impact of such immune inter-
ventions on DC priming, and Tfh and Tfr cell functions
should be considered. Uncovering the molecular players
necessary for Tfh differentiation may help in the design
of innovative vaccines and curative strategies against
HIV-1.
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Annexe 4.   
Optimisation du protocole d’extraction d’ARN à partir de 
cellules fixées 
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Optimisation du protocole d’extraction d’ARN à partir de cellules fixées 

Dans l’optique de caractériser la population SAMHD1low au niveau moléculaire (analyse des 
profils transcriptionnels), une optimisation de protocole d’extraction d’ARN à partir de 
cellules fixées/perméabilisées (conditions indispensables pour notre population d’intérêt) a été 
réalisée. En effet, l’étape de fixation/perméabilisation des cellules induit une dégradation 
majeure de la qualité des ARNs que nous pouvions estimer grâce aux valeurs très basse de 
RIN (RNA Integrity Number, valeure liée à la présence des ARN ribosomaux 18S et 28S) 
obtenues. Afin de réaliser une analyse transcriptomique ou RNA-seq, les valeurs de RIN 
doivent être ≥ 6-7. 

Dans le but d’améliorer la qualité des ARNs extraits de cellules fixées/perméabilisées, 
différents kits d’extraction d’ARN, supplémentés de traitements permettant de préserver 
l’intégrité de l’ARN, ont été comparés. De plus, diverses techniques de 
fixation/perméabilisation ont été testées. Les rendements en terme de quantité et de qualité 
des ARNs issus des différentes conditions ont été comparés afin d’établir un protocole final 
qui  permettrait d’obtenir des profils d’ARN ribosomaux 18S et 28S  proches des conditions 
classiques (cellules fraiches non-fixées). 

a. Matériel utilisé pour l’optimisation  

a.1. Matériel biologie 

Les techniques décrites ci-dessous ont toutes été réalisées en utilisant des cellules provenant 
de prélèvements frais (prélevés le jour même) de sang de sujets sains de l’EFS, sous forme de 
tubes de sang EDTA (n=47, 4-5 tubes en moyenne par sujet, ~20ml de sang total/sujet), et 
sous forme de cônes de cytaphérèse (n=14, sang concentré en cellules mononuclées ~10ml de 
sang concentré/sujet). Les cellules PBMCs de ces sujets ont été fraichement isolées du sang 
total par gradient de séparation Ficoll avant d’être utilisées.  

 a.2. Kit d’extraction d’ARN et techniques de préservation de l’intégrité des ARN 

Trois kit différents d’extraction d’ARN du fournisseur Qiagen ont été testés: le « RNeasy Plus 
Mini kit», le « RNeasy Micro Kit » et le « RNeasy FFPE kit » (conçu spécialement pour les 
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cellules fixées). Ces kits d’extraction passent par des étapes de lyse cellulaire, d’élimination 
d’ADN génomique sur colonnes puis d’élution de l’ARN.  

• Le « RNeasy Plus mini kit » : Ce kit intègre une purification rapide et pratique de 
~100 µg d'ARN avec une élimination efficace de l'ADN génomique. Les lysats 
cellulaires sont centrifugés à travers des colonnes de spin Eliminator gDNA pour 
éliminer l'ADN génomique. L'ARN total est ensuite purifié en utilisant des colonnes 
de spin RNeasy Mini. Ce kit a été testé car il comprend, entre autre, un réactif de 
stabilisation d'ARN (RNAlater).  

• Le « RNeasy Micro Kit » : Comme les cellules SAMHD1low (population cellulaire 
d’intérêt) sont présentes à de très faibles proportions dans les PBMCs comparé aux 
deux autres populations cellulaires, le « RNeasy Micro Kit » (capacité de liaison de la 
colonne de spin de 45 µg d'ARN) a également été testé pour de plus petits 
échantillons. Ce kit est supplémenté lui aussi d’un stabilisateur d’ARN (RNAlater). 

• Le « RNeasy FFPE kit» : Le troisième kit testé est le « RNeasy FFPE kit» 
spécialement conçu pour purifier l'ARN total des coupes de tissus paraffinées, fixées 
au formol, ou de suspensions cellulaires fixées/perméabilisées. Le tampon de lyse de ce 
kit permet de libérer efficacement l'ARN des coupes de tissus et des cellules tout en 
évitant une dégradation supplémentaire de l'ARN. Le kit utilise également le tampon 
DNase et le DNase booster pour une élimination optimisée de la contamination par 
l'ADN génomique. Les colonnes RNeasy MinElute de ce kit permettent une 
purification de l'ARN total avec des volumes d'élution aussi bas que 10 µl.  

De plus, après la fixation/preméabilisation des cellules et avant l’étape d’extraction de l’ARN, 
les cellules ont subits divers traitements permettant de préserver l’intégrité de l’ARN. Les 
traitements qui ont notamment été comparés sont :  

• Lavage des cellules au PBS  1X « RNase free » (Ambion). 
• Lavage des cellules au PBS 1X supplémenté de « RNase Inhibitor » (RNasin Plus 

RNase Inhibitor, Promega), enzyme inhibitrice de RNase. 
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• Lavage des cellules dans du « RNAprotect », tampon optimisé de chez Qiagen 
permettant la conservation de l’ARN dans des conditions optimales et de non 
dégradation. 

• Lavage des cellules au PBS 1X supplémenté de 2% Tryptone (Roth) et 0.1% DEPC 
(Diethyl pyrocarbonate, roth). Ce buffer a été utilisé à 4°C, après 12h d’agitation à 
l’abri de la lumière. 

Pour chacune des techniques susmentionnées, deux conditions différentes de PBMCs ont été 
testées :  

• PBMCs fixées/perméabilisées (Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set, 
Affymetrix eBioscience, protocole détaillé dans la partie « caractérisation phénotypique 
par cytomètrie en flux »). 

•  PBMCs non-fixées (cellules fraiches, contrôle  de condition classique).  

A terme, les rendements qualitatifs et quantitatifs des ARNs issus de chaque condition ont été 
comparés, le but étant de déterminer les conditions apportant le meilleur rendement.   

 a.3. Conditions de fixation/perméabilisation des cellules 

L’étape de fixation/perméabilisation des cellules affecte l’intégrité de l’ARN et induit sa 
dégradation. Ainsi, différentes conditions de fixation/perméabilisation ont été testées, 
notamment :  

• Le kit de fixation/perméabilisation « Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer 
Set » fourni par Affymetrix eBioscience. Ce kit a été testé à différentes 
concentrations : à 1X (selon les recommandations du fournisseur) puis après 
dilution (1/4, 1/6, 1/10). 

• Le kit de fixation/perméabilisation « BD Cytofix/Cytoperm » fourni par BD 
Bioscience. 

• Fixation à la paraformaldéhyde (PFA 1%, PFA 4%) et perméabilisation à la 
Saponine (détergent perméabilisant, concentration de 0.1%). 
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• Fixation à la paraformaldéhyde (PFA 4%) et perméabilisation au Tween-20 
(détergent non ionique, concentré à 0.05%, 0.1% et 0.2%). 

• Fixation à la paraformaldéhyde (PFA 4%) et perméabilisation au Triton X-100 
(détergent de synthèse perméabilisant, utilisé à 0.1%). 

• Fixation à l’éthanol 70%. 

Après chacune des différentes étapes de fixation/perméabilisation, des marquages 
extracellulaire et intracellulaire ont été réalisés sur une partie des PBMCs puis analysés au 
Cytomètre de Flux LSR II (FACS Becton Dickinson LSR II), afin de contrôler l’efficacité 
des marquages intra/extracellulaires à l’issue de chaque condition. L’autre partie des PBMCs a 
servi à l’extraction de l’ARN et au contrôle qualitatif et quantitatif.  

 a.4. Quantification de l’ARN et contrôle de la qualité  

Les ARNs extraits ont été quantifiés par méthode spectrophotométrique à 260 nm 
(NanoDropTM 8000, Fisher Scientific, Illkirch Cedex, France). La qualité des ARNs a été 
vérifiée par une méthode fluorométrique sur puce (Bioanalyzer 2100TM, Agilent 
Technologies, Massy Cedex, France) par utilisation des kit Agilent RNA 6000 Pico kit, Ref 
5067-1513 et Agilent RNA 6000 Nano kit, Ref 5067-1511). 

b. Détermination des conditions optimales d’extraction d’ARN à partir de cellules fixées 

 b.1. Choix du Kit d’extraction 

De manière générale, les extractions d’ARN réalisées sur des cellules fixées et des cellules non-
fixées avec le même kit, ont permis d’obtenir des quantités similaires d’ARN : ~330ng/106 
avec le « RNeasy FFPE kit », ~35ng/106 avec le « RNeasy Plus mini kit » et ~50ng/106 avec le 
« RNeasy Micro Kit ». L’analyse qualitative des ARN, déterminée par la valeur du RIN, a 
indiqué que les ARNs extraits à partir de cellules fixées, en utilisant les trois kit, étaient tous 
de mauvais qualité : RIN=2.36 avec le « RNeasy FFPE kit », RIN=2.3 avec le « RNeasy Plus 
mini kit » et RIN= 2.5 avec le« RNeasy Micro Kit ». En revanche, les ARNs extraits de 
cellules non-fixées avec les kits « RNeasy Plus mini kit » et « RNeasy Micro Kit » étaient tous 
de très bonne qualité (RIN de 8.87 et 8.6 respectivement, conditions contrôle), tandis que 
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ceux extraits avec le kit « RNeasy FFPE kit » étaient très dégradés (RIN= 2.4) (Figure 1).  

La qualité des ARNs extraits à partir de cellules non-fixées avec les kits « RNeasy Plus mini 
kit » et « RNeasy Micro Kit » a été utilisée comme contrôle positif car elle est représentative 
des conditions classiques d’extraction utilisés dans le laboratoire. De ce fait, certes le « RNeasy 
FFPE kit » a permis d’obtenir un meilleur rendement sur des cellules fixées et non-fixées par 
comparaison avec les deux autres kits, mais la qualité des ARN est très mauvaise.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Exemples de profils de qualité d’ARN obtenus après extraction sur cellules PBMCs non-
fixées avec les kits « RNeasy FFPE kit » et « RNeasy Micro Kit ». (Haut) Profil de qualité d’ARN 
extrait à partir de cellules non-fixées avec le kit  « RNeasy FFPE kit ». Les ARNr 18S et 28S ne sont 
pas détectés ce qui reflète une profonde dégradation de l’ARN. (Bas) Profil de qualité d’ARN extrait à 
partir de cellules fraiches avec le « RNeasy Micro Kit ». Ce cas est représentatif des conditions 
classiques d’extraction sur des cellules fraiches (non-fixées), avec un RIN≥7. 

Le « RNeasy Micro Kit » (optimisé pour de petits échantillon) a permit d’obtenir un meilleur 
rendement sur des cellules fixées comparé au « RNeasy Plus mini kit » (~50ng/106 vs 
~35ng/106 respectivement) même si la qualité des ARN n’a pas été améliorée (RIN= 2.5 vs 
RIN=2.3 respectivement), ce kit a donc été choisi pour le reste des expériences d’optimisation. 

 

 

Extrac0on	d’ARN	sur	cellules	
PBMCs		non-fixées	avec	le	

	«	RNeasy	FFPE	kit	»			

Extrac0on	d’ARN	sur	cellules	
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«	RNeasy	Micro	Kit	»		
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 b.2. Choix des traitements permettant de préserver l’intégrité de l’ARN 

Le lavage des cellules PBMCs fixées avec du PBS  1X « RNase free » n’a pas empêché l’ARN 
de se degrader (RIN=2.5) tandis que les traitement au PBS 1X supplémenté de « RNase 
Inhibitor » et « RNAprotect » ont tout les deux permit d’améliorer la qualité des ARNs 
extraits à partir de cellules fixées (RIN= 4 et RIN= 7 respectivement). Le lavage des cellules 
fixées au PBS 1X supplémenté de 2% Tryptone et 0.1% DEPC avant l’extraction a lui aussi 
permit d’améliorer la qualité des ARN (RIN= 4.6) (Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 2. Exemples de profils de qualité d’ARN extraits sur cellules PBMCs fixées traitées au « RNase 
inhibitor » et au PBS 1X 2% Tryptone 0.1% DEPC. (Haut) Le lavage des cellules fixées au PBS 1X 
supplémenté de 2% Tryptone et 0.1% DEPC avant l’extraction a permit d’améliorer la qualité des 
ARN (moyenne RIN= 4.6) et (Bas) le traitement avec « RNase Inhibitor » a amélioré la qualité avec 
une moyenne de RIN= 4. 

Des marquages extracellulaire et intracellulaire ont été réalisés sur une partie des PBMCs 
traités avec les différentes conditions susmentionnées, puis analysés au Cytomètre de Flux 
LSR II (FACS Becton Dickinson LSR II). Les analyses FACS ont montré que les cellules 
qui ont subit le  lavage avec le « RNAprotect » n’étaient plus détectables (pas de marquage 
extracellulaire anti-CD3, -CD4 et –CD45RO), rendant impossible l’étape du tri cellulaire. 
En revanche, la qualité des marquages n’a pas été affectée après les traitements avec « RNase 
Inhibitor » et PBS 1X supplémenté de 2% Tryptone et 0.1% DEPC. Ces deux conditions ont 
donc été maintenues pour l’élaboration du protocole.   
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 b.3. Choix des conditions de fixation/perméabilisation 

Les conditions de fixation/perméabilisation que nous avons testé ont été évaluées sur deux 
plan : le premier est l’amélioration de la qualité des ARNs, le second est la qualité des 
marquages par cytométrie en flux en vue du tri cellulaire.  

Les ARNs extraits de cellules fixées avec les kits « Foxp3/Transcription Factor Staining 
Buffer Set », « BD Cytofix/Cytoperm » et avec l’éthanol 70% étaient tous de mauvaise qualité 
avec des RIN compris entre 2 et 2.5. La dilution du buffer de fixation du kit 
« Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set » au 1/4, 1/6 ou 1/10 n’a en rien amélioré la 
qualité des ARNs, quelque soit la dilution utilisée (RIN= 2.5, RIN=2.7 et RIN=2.5 
respectivement) (Figure 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3. Exemples de profils de qualité d’ARN et de plot représentatifs de marquage par cytomètrie 
en flux de cellules PBMCs fixées avec « Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set ». Quelque 
soit la dilution du buffer de fixation de ce kit, il n’y pas d’amélioration de la qualité de l’ARN. Plus le 
buffer de fixation est dilué, moins la fixation/perméabilisation est efficace et moins le marquage 
intracellulaire est optimal. 
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Les résultats ont également montré que plus le tompon de fixation est dilué, moins le 
marquage intracellulaire est optimal, ce qui suggère une baisse d’efficacité de la 
fixation/perméabilisation (Figure 11). 

La fixation/perméabilisation avec la PFA 4% Saponine 0.1% a permit d’obtenir un marquage 
intracellulaire optimal pour le marqueur SAMHD1 comparé à la condition avec PFA 1% 
Saponine 0.1%. Néanmoins, aucune de ces deux conditions n’a permit d’améliorer la qualité 
de l ‘ARN (RIN=2.5). 

 

Figure 4. Exemples de profils de qualité d’ARN et de plot représentatifs de marquage par cytomètrie 
en flux de cellules PBMCs fixées avec différentes conditions. (Gauche) La fixation/ perméabilisation 
avec la PFA (1% ou 4%) + saponine 0.1% n’améliore pas la qualité de l’ARN. Une fixation à 4% de 
PFA est optimale pour un marquage intracellulaire. (Droite) La perméabilisation au Tween-20 baisse 
l’efficacité du marquage intracellulaire et n’améliore pas la qualité de l’ARN. 

L’association de PFA 4% et Tween-20 (concentré à 0.05%, 0.1% et 0.2%) n’a pas permis une 
fixation/perméabilisation efficace pour un marquage intracellulaire et n’a, elle aussi, pas 
amélioré la qualité des ARNs. Les mêmes observations ont été notées pour une fixation à la 
PFA 4% associée au Triton-X100 (Figure 4). 
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Bien qu’aucune condition de fixation/perméabilisation n’a permis d’améliorer la qualité des 
ARN, des marquages intracellulaires optimaux  ont été observés dans les conditions de 
fixation/perméabilisation avec le « Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set », la PFA 
4% + Saponine 0.1% et l’éthanol 70%. 

c. Protocole final d’extraction d’ARN de bonne qualité à partir de cellules fixées 

En nous basant sur les résultats de comparaison des différentes techniques d’extraction 
d’ARN, de traitement de cellules et de fixation/perméabilisation, et en essayant essayé divers 
combinaisons de conditions, un protocole d’extraction d’ARN avec des valeurs de RIN 
comprises entre 3.7 et 5.8, à pu être mit en place (Figure 5). 

 

Figure 5. Exemples représentatifs de profils de qualité d’ARN extraits de cellules fixées puis triées 
suivant les étapes du protocole optimisé. Ce protocole a permis d’améliorer la qualité des ARN qui 
sont passées d’un RIN=2 à un RIN compris entre 3.7 et 5.8. 

Ce protocole réunit les conditions suivantes : lavage dans du milieu PBS 1X supplémenté de 
2% Tryptone et 0.1% DEPC et traitement  avec « RNase Inhibitor », fixation à l’éthanol 70% 
et extraction d’ARN par utilisation du « RNeasy Micro Kit ». Les différentes étapes de ce 
protocole sont détaillées dans la partie « Expression génique et RNA-seq» du chapitre 
« Matériel et méthodes ».  
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Annexe 5.   
Figures supplémentaires 
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Figure supplémentaire 1. Les lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1low contiennent plus d’ADN-
VIH-1 total et 2LTR comparés aux lymphocytes T CD4+ mémoires SAMHD1+. Le sang 
périphérique de 6 sujets VIH-1+ c-ART+ a été collecté. Les PBMCs ont été marqués avec des 
anticorps monoclonaux anti-CD3, -CD4, -CD45RO et -SAMHD1 puis les sous-populations T 
CD4+ CD45RO+ SAMHD1low et T CD4+ CD45RO+ SAMHD1+ ont été triées par FACS. Les 
protocoles d’extraction d’ADN et de PCR sont détaillés dans (Munir, Thierry et al. 2013). L’ADN 
VIH-1 total, intégré et 2LTR ont été quantifiés dans les cellules triées ex vivo par RT-PCR. (a) 
Stratégie de gating utilisée pour le tri des cellules  T CD4+ CD45RO+ SAMHD1low et T CD4+ 

CD45RO+ SAMHD1+. (b) Valeurs d’ADN-VIH-1 total, intégré et 2LTR dans les cellules T CD4+ 

CD45RO+ SAMHD1low et T CD4+ CD45RO+ SAMHD1+ triées de sujets VIH-1+ c-ART+. *p<0.05, 
**p<0.01 et ***p<0.001, t-test, one-way et 2-way ANNOVA suivis du test  Bonferroni ont étés réalisés.  
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Figure supplémentaire 2. Diversité des haplotypes et variabilité génétique entre l’ADN VIH-1 des 
sous-populations cellulaires mémoires CD4+ CD45RO+ SAMHD1low, CD4+ CD45RO+ SAMHD1+ 
et naïves CD4+ CD45RO- SAMHD1+ de 12 sujets VIH-1+ c-ART+. La taille des symboles est 
proportionnelle à la diversité des haplotypes détectés dans chaque sous-population cellulaire. La 
distance moyenne entre les séquences des sous-populations cellulaires est proportionnelle à la longueur 
des branches. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure supplémentaire 3. Les événements de migration détectés à partir de chaque sous-ensemble de 
cellules dans les deux sous-ensembles de destination correspondants. 
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Figure Supplémentaire 4. Voies canoniques impliquées dans 
l’analyse différentielle des PEG de cellules SAMHD1low et 
SAMHD1+. Voies listées par degré décroissant de 
significativité, axe des ordonnées. Ratio indiquant le nombre 
de gènes différentiellement exprimés rapporté au nombre total 
de gènes de la voie considérée. Les couleurs des histogrammes 
indiquent le sens probable d’implication de chaque voie (Z-
score positif en orange, activation ; Z-score négatif en bleu, 
inhibition de la voie ; Z-score nul en blanc et Z-score 
indéterminé en gris).  
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Figure supplémentaire 5. Les cellules mémoires SAMHD1low  produisent significativement moins de 
cytokines comparées aux cellules SAMHD1+. Les PBMCs de sujets sains (VIH-1-, n=7), de patients 
infectés et traités (VIH-1+ c-ART+, n=2) et de patients non traités (n=3) ont été stimulés 24h avec de 
la SEB ou PMA (50ng/ml) et Ionomycin (2mM) en présence de Monensin, puis marqués avec des 
anticorps monoclonaux anti-CD3, -CD4, -CD45RO, -IL2, -IL17, -TNFα, -IFNg et -SAMHD1. 
(a) Stratégie de gating utilisée pour isoler les lymphocytes T CD4+ mémoire (CD45RO+) SAMHD1+ 
et SAMHD1low IFNg+, IL2+, IL17+ et TNFα+, dans les trois groupes de patients. (b) Proportions de 
cellules IFNg+, IL2+, IL17+ et TNFα+ dans les lymphocytes T CD4+ mémoire (CD45RO+) 
SAMHD1+ et SAMHD1low dans les trois groupes de patients. 
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Abstract 
c-ART is effective but cannot fully eradicate HIV-1.  Indeed, treatment interruption leads to rebound in 
viremia as the virus persists in cellular reservoirs. The remarkable stability of the latent HIV-1 reservoir in 
the CD4+ memory T cell population prevents viral eradication. It has been suggested that the pool of 
latently infected cells is not static and HIV-1 reservoir can persist through cell proliferation, but also 
through provirus integration into cellular genes associated with cell survival and/or proliferation. 
Restriction factors such as SAMHD1, a dNTP triphosphohydrolase, limits productive HIV-1 infection in 
dendritic cells, myeloid cells and resting CD4+ T cells.  The role of SAMHD1 in various CD4+ T-cell 
subsets from healthy and HIV-1 infected individuals, have not been extensively characterized.  
Recently, we reported that circulating memory CD4+ T cells comprise a population of cells expressing low 
levels of SAMHD1 (CD4+ CD45RO+ SAMHD1low). Those memory SAMHD1low CD4+ T cells were 
highly differentiated and activated, exhibited a large proportion of cycling cells, and were enriched in Th17 
in peripheral blood. We also demonstrated that SAMHD1low cells were more susceptible to HIV-1 
infection and thus preferentially depleted in HIV-1 infected individuals. In secondary lymphoid organs, 
Tfh cells from infected patients lacked the expression of SAMHD1, which was accompanied by a higher 
susceptibility to HIV-1 infection in vitro.  
We hypothesized that SAMHD1low cells represent a preferential target for HIV-1 and might have a role in 
the establishment and persistence of HIV-1 reservoir, thus, opening up prospects for exploring the 
pathways leading to the persistence of the virus in cells. 
The first objective of my study was to further characterize the highly proliferative memory SAMHD1low 
CD4+ T cells by flow cytometry. We demonstrated that these cells were enriched in activated memory cells 
including Th17 and CCR6+DN cells, two major populations that are susceptible to HIV-1 infection, and 
were significantly decreased during HIV-1 infection in gastrointestinal tract and peripheral blood.  
The second objective of my study was to investigate whether memory SAMHD1low cells that hold high 
proliferative capacity, contain increased levels of HIV-1 DNA with distinct HIV-1 populations, viral 
compartmentalization and migration events between CD4+ T cell subsets.  We demonstrate that memory 
SAMHD1low cells from c-ART patients carry high levels of HIV-1 DNA compared to SAMHD1+ cells, 
and these levels positively and significantly correlated with Ki67 expression. Phylogenetic analyses revealed 
well-segregated HIV-1 DNA populations with significant compartmentalization between SAMHD1low 
and SAMHD1+ cells and limited viral exchange. Altogether these data demonstrate that memory 
SAMHD1low cells contribute to HIV-1 persistence and support the concept of proliferation as a 
mechanism of viral persistence in memory CD4+ T cells in peripheral blood. 
The third objective of my study was to further characterize SAMHD1low memory cells in peripheral blood 
to identify extracellular markers. We performed Next Generation Sequencing to identify genes that 
characterize SAMHD1low memory cells and the collected data revealed a list of extracellular markers that 
will allow their isolation for functional studies. All together, these data will reveal novel pathways that will 
help decipher HIV-1 pathogenesis and establishment of cellular reservoirs. 
Key words: HIV-1, SAMHD1, memory CD4+ T cell, reservoir, Th17, Ki67 
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Résumé 
Bien que les thérapies antirétrovirales c-ART soient très efficaces pour réduire la morbidité et la mortalité liées 
au VIH-1, ce traitement ne parvient pas à l’éradication complète du virus de l’organisme. En effet, le traitement 
inhibe considérablement la réplication du VIH-1 et permet de réduire la charge virale plasmatique à des niveaux 
indétectables, mais dès lors que celui-ci est interrompu, un rebond viral rapide est observé chez de nombreux 
individus. Ce rebond de charge virale est la preuve incontestable de la persistance du virus et de la mise en place 
d’un réservoir pour le VIH-1 malgré les traitements. Les cellules T CD4+ mémoires ont été décrites comme la 
principale cible du VIH-1 et sont massivement déplétées au cours d'une infection aiguë. Des études ont révélé un 
lien entre la persistance de cellules infectées de manière latente et l'intégration provirale dans des gènes liés à la 
prolifération cellulaire. La mise en évidence du rôle de la molécule SAMHD1 dans l’infection par le VIH-1 en 
tant que facteur de restriction a ouvert de nouvelles perspectives dans la compréhension de la pathogénicité du 
virus. Néanmoins, le rôle de SAMHD1 dans les différentes sous-populations de cellules T CD4+ n’a pas été 
étudié de manière détaillée.  
Précédemment, nous avons révélé l'existence d'une sous-population de lymphocytes T CD4+ mémoires 
exprimant de faibles niveaux de SAMHD1 (CD4+ CD45RO+ SAMHD1low). Ces cellules SAMHDllow sont 
hautement prolifératives et se retrouvent préférentiellement dans le compartiment mémoire, avec un phénotype 
très activé et différencié et sont significativement diminuées chez les patients infectés par le VIH-1 par rapport 
aux sujets sains. Nous avons montré que dans le sang périphérique, ces cellules sont enrichies en cellules Th17 
alors que dans les ganglions elles ont un phénotype de Tfh, deux sous-populations cellulaires décrites comme les 
sites principaux de réplication du virus.  
Nous avons émis l'hypothèse que les cellules SAMHD1low représentent une cible préférentielle du VIH-1 et 
pourraient jouer un rôle dans l'établissement et la persistance du réservoir, ouvrant ainsi des perspectives pour 
explorer les voies conduisant à la persistance du virus dans les cellules. Le premier objectif de mon projet de thèse 
consistait à étudier le phénotype des cellules mémoires SAMHD1low à forte capacité de prolifération. Par des 
expériences de cytométrie en flux, nous avons montré que les cellules SAMHD1low avaient un phénotype 
effecteur et « mémoire activé », qu’elles n’étaient pas sénescentes, qu’elles étaient enrichies en cellules Th17 et 
CCR6+DN dans le sang périphérique et qu’elles étaient significativement diminuées dans le sang périphérique et 
le tractus gastro-intestinal de patients infectés par le VIH-1.  
Le second objectif de mon projet de thèse consistait à déterminer si ces cellules contenaient des niveaux élevés 
d'ADN viral avec des populations distinctes de VIH-1 et une compartimentation de celles-ci. Par des 
expériences de quantification d’ADN viral et de séquençage à haut débit, nous avons révélé que les cellules 
mémoires SAMHD1low  contenaient des niveaux d’ADN VIH-1 total plus élevés par rapport aux cellules 
mémoires SAMHD1+, que les séquences étaient compartimentées, et que ces niveaux corrélaient positivement 
avec les niveaux d’expression de Ki67 dans ces cellules, appuyant le concept de prolifération en tant que 
mécanisme de persistance virale dans les lymphocytes T CD4+ mémoires dans le sang périphérique.   
Le troisième objectif de mon projet de thèse consistait à caractériser d’avantage les cellules SAMHD1low par 
l’analyse des profils transcriptionnels (NGS) dans le but de mettre en évidence des marqueurs membranaires qui 
aideront à leur isolation pour des études fonctionnelles. Nous avons révélé une liste de gènes candidats dont 
l’expression protéique est membranaire.  
Ce travail a permis d’élucider d’une part les mécanismes qui conduisent à la déplétion des lymphocytes mémoires 
CD4+ au cours de l’infection par le VIH et d’autre part d’explorer les voies conduisant à la persistance du virus 
dans les cellules.  
Mots clés : VIH-1, SAMHD1, cellules T CD4+ mémoires, réservoir, Th17, Ki67 


