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grdce auxquelles je gravis les marches de ma vie. Merci d’avoir cru en moi et de m’avoir permis
de réaliser ce long parcours. Merci pour tout ce que je vous dois. Maman, merci de toujours
m’encourager a chaque étape de ma vie et de toujours m’accompagner dans mes choix. Merci
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nos moments de complicité et ton sourire qui me transmet toujours une belle énergie.
J’embrasse également tous mes neveux et nieces : Jérémy, Elsa, Elina, Lea, Baptiste et depuis
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transmettre ta passion pour la photo et de toujours nous conseiller et nous guider pour capturer
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[’amour et le soutien que tu m’as donné durant ces 8 années partagées ensemble et ces 4 ans
de these. Déja a I’ENS, je devenais inconsciemment une férue de travail « par période », guidée
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Au cours de ces années, tu as été la chaque jour, tu m’as vu m’épanouir dans ce projet et cet
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véritable armée ou encore de super traitements pour les aider dans ce dur combat ! Tu es aussi
devenu incollable en expérimentation animale, en dissociation de tissus, en cytométrie en flux
et en marqueurs (les fameux petits drapeaux) mais aussi en Flow Jo, Prism, Mendeley ou
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leadership. Tu m’as aussi vu rdler, pleurer parfois, stressée « par période » aussi, et souvent
fatiguée. Tu as surement eu une place difficile dans cette aventure et pourtant tu as été
exceptionnel. Merci pour ta bienveillance, ta patience, ton soutien infaillible, ton assurance,
tes conseils, et surtout merci pour ta compréhension, méme lorsqu’on ne pouvait se coucher ni
se lever ensemble, que je ne pouvais pas sortir, ou que je devais travailler pendant nos
vacances... (rarement non ?). Merci pour toutes les courses, repas, tdches ménageres,

paperasse, que tu as gérés pour moi et tous ces petits aspects qui m’ont rendu la vie de thésarde
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un peu plus facile. Un grand merci de m’avoir permis de vivre pleinement cette aventure ! Et
parce qu’il fallait aussi me déconnecter, merci pour tous nos week-ends et vacances en
amoureux, nos escapades en montagne, notre refuge a tous les deux. Merci de m’avoir réappris
a skier, de m’avoir initiée a [’alpinisme, d ’avoir fait de moi une amoureuse du camping sauvage
et des longs treks, de m’avoir sensibilisée au zéro déchet et a un changement de mode de vie et
de consommation. Merci pour toutes ces belles découvertes, pour ton énergie, ton humour et
toutes tes pitreries au quotidien, merci pour tout ce que tu m’apportes chaque jour et pour tout
ce que tu es. « Cette these », comme tu [’appelais souvent, a aussi été marquée par ta
magnifique demande en mariage, un moment d’émotion hors du temps comme je n’en avais
. . , . . }) ) b

Jjamais vécu, et qui me comble chaque jour d’un bonheur et d’'un amour plus intense encore.
Cette these se termine désormais. Une page se tourne et une nouvelle s ’ouvre pleinement vers

d’autres projets de couple et de famille cette fois-ci !
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Introduction




I. Infection par le virus de ’immunodéficience humaine de type 1

1. Généralités

a. Epidémiologie

Le virus de 'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est un agent pathogene
infectant ’homme et responsable d’une pandémie mondiale persistante. En 1’absence de
traitement efficace, 1’infection par le VIH-1 conduit inéluctablement a la progression de la
maladie vers le stade du syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) rendant I’homme
vulnérable a de multiples pathologies infectieuses (Low et al. 2016) ou tumorales rares (Shiels
and Engels 2017) dites opportunistes, et conduisant au déces. Depuis le début de I’épidémie en
1981, le VIH-1 est responsable de la mort de plus de 32 millions de personnes. En 2018,
’organisation mondiale de la santé (OMS) et le programme commun des Nations Unies sur le
VIH/Sida (ONUSIDA) estimaient que 37,9 millions de personnes dans le monde vivaient avec
le VIH-1 (UNAIDS 2019). Toutefois, 1’épidémiologie mondiale de I’infection par le VIH-1 a
considérablement changée grace a I’avénement des thérapies antirétrovirales au milieu des
années 1990. Celle-ci est désormais caractérisée par une prévalence globale croissante mais une
diminution du nombre de déces et une diminution du nombre de nouvelles infections chaque
année. La mortalité associée au VIH-1 concernait 1,7 millions de personnes en 2004 contre 0,8

millions en 2018 (UNAIDS 2019; W. D. Hardy 2019).

En raison d’initiatives a 1’échelle mondiale, le nombre annuel de nouvelles infections et
de déces ont connu une baisse spectaculaire en 2017 par rapport a 2000 (-24% et -35%

respectivement) mais il existe des disparités géographiques. Les infections et déces ont diminué



au cours de cette période en Amériques du nord et latine (-5% et -20%) et en Asie du Sud-Est
(-27% et -40%). La région du Proche Orient a connu une augmentation a la fois des infections
et des déces (+27% et +59%) et les tendances en Europe (+20% et -5%) et dans les régions du
Pacifique (+7% et -45%) sont mitigées (W. D. Hardy 2019). L’ Afrique reste le continent le plus

durement touché par le VIH-1 et représente 68% des cas d’infection en 2018 (Figure 1).

a 37,9 millions de personnes infectées parle VIH-1 dont 23,3 millions sous traitement ART dans le monde
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Figure 1 : Estimation du nombre de personnes vivant avec le VIH-1 par région du monde
et ayant acces a un traitement ART en 2018 (adaptée de (UNAIDS 2019))

En 2018, 23,3 millions de personnes infectées avaient acces a un traitement
antirétroviral (ART), soit une augmentation de 1,6 millions depuis 2017 et de 15,6 millions
depuis 2010. De plus, 82 % des femmes enceintes infectées avaient acces a des antirétroviraux
(ARYV) évitant ainsi la transmission de la mere a ’enfant. En dépit de ces avancées majeures

dans la lutte mondiale contre le VIH-1, il reste encore beaucoup a faire ; 38% des personnes



séropositives dans le monde ne recoivent toujours pas de traitement (Figure 1) et 47% n’ont
pas une charge virale contrdlée. Aujourd’hui, il persiste encore d’importantes disparités
géographiques entre les pays occidentaux et les pays en voie de développement sur I’acces au
traitement ART. En Bolivie, Egypte, Libye, mais aussi en Russie et en Chine, moins de 20%
des malades sont placés sous ARV alors que ce chiffre tombe sous le seuil des 10% au Pakistan
et en Afghanistan. Il reste ainsi des lacunes importantes a combler pour atteindre 1’objectif 90-
90-90 initialement fixé a I’horizon 2020 (90% des personnes infectées recevront un diagnostic,
90% seront traitées et 90% auront une charge virale durablement contr6lée) (UNAIDS 2019).
Dans les pays développés, plus de 50% des causes de déces chez les personnes infectées
sous traitement ART ne sont pas directement imputables au SIDA (Trickey et al. 2016) mais
sont associés a la survenue de cancers (23,5%), de pathologies cardiovasculaires (15,7%) et de
pathologies hépatiques (14,1%). Des résultats similaires ont été obtenus dans 1’analyse des
causes de déces en France entre 2000 et 2010 (Morlat et al. 2014) et souligne une part de
morbidité et de mortalit¢ non associée au SIDA de plus en plus importante. Aujourd’hui,
I’infection par le VIH-1 n’est plus une maladie mortelle mais une maladie chronique associée

a des complications principalement non-infectieuses.

b. Structure du VIH-1 et génome viral

Le VIH-1 est un virus a ARN appartenant a la famille des Retroviridae et au genre
Lentivirus, virus responsables de maladies a évolution tres lente. Il a été découvert et caractérisé
pour la premicre fois en 1983 par I’équipe de Luc Montagnier (Barre-Sinoussi et al. 1983). Il
s’agit d’un virus enveloppé mesurant 120 nm constitu¢ d’une bicouche lipidique, d’une capside
et d’un génome viral. La bicouche lipidique provient de la cellule hote et deux glycoprotéines

d’enveloppe sont ancrées a cette membrane : la protéine de surface gpl120 stabilisée par la



protéine transmembranaire gp41. Sous la bicouche lipidique, les protéines de la matrice p17
permettent de protéger la capside composée des protéines p24. A I’extérieur de la capside, les
protéases p11 sont nécessaires a I’assemblage et a la maturation du virus (Turner and Summers
1999). A I’intérieur de la capside, le génome viral est constitué de deux copies d’ARN simple
brin de polarité positive associées a (i) deux molécules de transcriptase inverse p66 et p51
permettant la rétrotranscription de I’ARN viral simple brin en ADN double brin, (ii) I’intégrase
p32 qui integre I’ADN viral a ’ADN cellulaire, (iii) aux protéines accessoires Tat, Rev, Vpr,
Vif, Vpu et Nef, (Robinson 2002) (Figure 2). Les trois enzymes - transcriptase inverse,
intégrase et protéase - sont les principales cibles des ARV puisqu’elles sont spécifiques aux

rétrovirus.

Glycoprotéines d’enveloppe (gp120)

Capside (p24)

Nucléocapside (p7) Protéines de la matrice (p17)

Intégrase (p31)

Génome viral (ARN)

Réverse-transcriptase (p66, p51)
Bicouche lipidique

Protéines accessoires (Vif, Vpr, Nef, p7) Protéase (p11)

Figure 2 : Structure du VIH-1 et ses principaux composants (adaptée de (Robinson 2002))
L’enveloppe est constituée d’une membrane lipidique et de glycoprotéines. Les protéines de la matrice
p17 protegent la capside, celle-ci étant composée de protéines p24. L’intégrase, la réverse-transcriptase,
les protéines accessoires et le génome viral 8 ARN se situent a 1’intérieur de la capside. Les protéases
pl1 sont localisées a I’extérieur de la capside.

Le génome du VIH-1 est composé de neuf geénes compris entre deux régions LTR

(Long-Terminal Repeat). Les trois génes principaux gag (group-antigen), pol (polymerase) et



env (envelope) définissent la structure du virus et sont communs a tous les rétrovirus. Les six
autres genes tat, rev, vpr, vif, vpu et nef, sont des genes régulateurs codant les protéines virales
accessoires qui ont un role central dans la modulation de la réplication du virus (Colin and Van

Lint 2009) (Figure 3).

U3 R US

LTR

Figure 3 : Représentation schématique du génome du VIH-1 (d’aprés (Wilen, Tilton, and
Doms 2012)). La région gag code pour les protéines de la nucléocapside (p17, p24 et p7), la région pol
code pour les enzymes (protéase pl1, transcriptase inverse p66/p51 et intégrase p31) et la région env
code pour les protéines d’enveloppe gp120 et gp41.

c. Cibles cellulaires du virus et cycle de réplication

Le tropisme du VIH-1 est important car prédictif de la progression de la maladie
(Connor et al. 1997; Burger and Hoover 2008). Le récepteur CD4 a été le premier récepteur
identifié comme facteur rendant la cellule hote sensible au virus (Dalgleish et al. 1984;
Klatzmann et al. 1984). Par la suite, les récepteurs aux chimiokines CCRS5 et CXCR4 ont été
identifiés comme corécepteurs essentiels (H. Deng et al. 1996; Doranz et al. 1996) rendant la
cellule hote a la fois sensible et permissive a la multiplication du virus. Ces derniers sont les
principaux déterminants du tropisme viral.

Les cibles cellulaires principales du VIH-1 sont les lymphocytes T CD4" (LT CD4%),
les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques (DC) qui expriment a la fois le récepteur
CD4 et les corécepteurs CXCR4 ou CCRS5 (Coleman and Wu 2009; Popov et al. 2005;
Klatzmann et al. 1984; Dalgleish et al. 1984). On parle alors de tropisme X4 ou de tropisme

R5. En outre, des études antérieures ont montré que le tropisme viral pour les LT CD4" dépend



de I’expression inductible de CCRS5 lors de la différenciation cellulaire. En effet, son expression
est quasi exclusive a la surface des cellules mémoires et maximale au sein des LT mémoires
effecteurs par rapport aux autres sous-populations (Ebert and McColl 2002). L’expression de
CXCR4 reste relativement constante. Contrairement aux LT CD4, les macrophages sont
relativement peu susceptibles a I’effet cytopathique du virus (Gendelman et al. 1988; C. A.
Carter and Ehrlich 2008) et permettent la production de virus pendant une longue durée chez
les patients infectés (Kelly et al. 2008). De plus, les macrophages sont présents dans la plupart
des organes, ce qui permet une diss€émination importante du virus a travers des réservoirs viraux
anatomiques et cellulaires (Gavegnano and Schinazi 2009). L utilisation du corécepteur par les
souches virales X4 ou RS définit en plus la capacité cytopathique et la cinétique de réplication
du virus. Les souches R5 sont observées apres la transmission virale et au cours des premiers
stades de la maladie (Vicenzi et al. 1999), suggérant un avantage potentiel de ces souches dans
les mécanismes de transmission. Les virus X4 provoquent une déplétion drastique pouvant
entrainer une mort plus rapide par immunodéficience (J. M. McCune 2001; Ambrose et al.

2007) et apparaissent plus tardivement au cours de la phase chronique de I’infection.

Le cycle de réplication du VIH-1 se résume en six étapes majeures (Rambaut et al. 2004;
Barré-Sinoussi, Ross, and Delfraissy 2013) (Figure 4) :

1) Attachement et fusion : I’attachement initial du virus a la surface de la cellule cible nécessite

une interaction entre la glycoprotéine gp120 et le récepteur CD4 et corécepteur CXCR4 ou
CCRS. Cette interaction entraine des changements de conformation séquentiels et déclenche le
processus de fusion assuré par la protéine gp41 entre la membrane cellulaire et virale.

2) Décapsidation : la capside, contenant le matériel génétique, les différentes enzymes et

protéines accessoires du virus, est libérée dans le cytoplasme de la cellule hote.



3) Transcription inverse : au cours du transport vers le noyau, I’ARN viral est rétrotranscrit en

ADN double brin (ADN proviral) sous I’action de la transcriptase inverse. A noter que la
transcriptase inverse introduit de nombreuses erreurs responsables d’une grande variabilité
génétique du VIH-1.

4) Intégration : ’ADN proviral s’associe a I’intégrase et a d’autres protéines cellulaires et
virales pour former le complexe de pré-intégration, activement transporté jusqu’au noyau par
des propriétés particulieres assurées par la protéine virale Vpr. En effet, celle-ci permet le
passage par les pores du noyau sans attendre nécessairement la mitose de la cellule et donc
I’ouverture du noyau pour s’y introduire. L’intégrase virale permet d’insérer I’ADN viral grace
aux séquences LTR de facon aléatoire dans le génome de la cellule hote.

5) Transcription et traduction : I’ADN viral est alors transcrit, de la méme fagon que I’ADN

cellulaire grace a I’ARN polymérase cellulaire, en de multiples ARNm viraux de tailles
différentes. Les plus petits sont directement exportés du noyau vers le cytoplasme tandis que
les autres font intervenir la protéine virale Rev pour étre exportés. Les ARN produits sont
ensuite traduits dans le réticulum endoplasmique en polypeptides : la gp160 (précurseur des
protéines d’enveloppes gp120 et gp41), la polyprotéine Gag contenant les protéines de structure
(matrice, capside, nucléocapside), la polyprotéine GagPol contenant la protéase, la transcriptase
inverse et I’intégrase.

6) Assemblage, bourgeonnement et maturation : les protéines virales s’autoassemblent en

encapsidant I’ARN viral génomique au niveau de la membrane cellulaire puis sont libérées de
la cellule hote par bourgeonnement. Une fois libérés, les virions achévent leur maturation grace
a I’action des protéases et au clivage des polyprotéines Gag et GagPol et peuvent infecter une

nouvelle cellule (Freed 2015).
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Figure 4 : Les différentes étapes du cycle de réplication du VIH-1 (d’aprés (Rambaut et al.
2004)). Le virus fusionne avec la membrane de la cellule hote et libere le contenu de sa capside dans le
cytoplasme. La transcription inverse permet d’obtenir de I’ADN proviral a partir de I’ARN viral, qui
sera transporté dans le noyau sous la forme d’un complexe de pré-intégration. La machinerie cellulaire
détournée assure la transcription puis la traduction du génome viral. Les virions s’auto-assemblent et
sont libérés par bourgeonnement a la surface de la cellule infectée. La maturation s’acheve sous 1’action
des protéases.

2. Physiopathologie de I’infection par le VIH-1

a. Evolution naturelle de I’infection

Le VIH-1 est un virus qui se transmet par plusieurs fluides corporels tels que le sang,
les sécrétions vaginales, le sperme et le lait maternel. Alors qu’environ 80% des adultes
séropositifs ont été infectés par une exposition des muqueuses vaginales ou rectales lors d’un
rapport sexuel, 20% [’ont été par voies percutanées ou intraveineuses. La principale
caractéristique immunologique de I’infection par le VIH-1 est une diminution du nombre de LT
CD4* (Rowland-Jones 2003). Rapidement, la déplétion des LT CD4* est devenue le principal

marqueur de sévérité de I’infection et de I’'immunodéficience liée au VIH-1.
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La maladie évolue naturellement a travers trois phases successives (Figure 5) :

Phase aigué Phase chronique Stade SIDA

Anticorps anti-VIH

Unités relatives

0o 3 6 9 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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>
3
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Figure 5 : Phases de l’infection par le VIH-1 et évolution naturelle en ’absence de
traitement ART. Dans le sang, la phase aigiie se caractérise par la déplétion des LT CD4*
parallelement a une augmentation exponentielle de la charge virale plasmatique. L’initiation de la
réponse LT CD8* spécifique permet de stabiliser la charge virale et de restaurer le nombre de LT CD4*
dans le sang. Pendant la phase chronique, la réplication virale continue et la pression exercée par la
réponse immunitaire adaptative entraine la sélection de virus mutés échappant au systéme immunitaire ;
le nombre de LT CD4* diminue progressivement et la réponse adaptative s’épuise. Le patient devient
vulnérable aux infections opportunistes et a certaines tumeurs malignes, c’est I’entrée dans le stade
SIDA.

1) la phase aigiie aussi appelée primo-infection : elle peut étre asymptomatique chez certains

patients ou bien notable par 1’apparition de symptomes 5 a 30 jours apres I’exposition au virus.
Il peut s’agir de maux de téte, de maux de ventre, de diarrhées, d’un état pseudo-grippal ou
d’éruptions cutanées sur le corps et le visage (Timothy Schacker et al. 1996). Immédiatement,
apres 1’exposition au virus, I’inflammation induite par 1’infection favorise le recrutement des
LT CD4*CCRS5*, principales cellules cibles du virus au site d’infection. Le VIH-1 se réplique
alors activement dans la muqueuse et sous-muqueuse génitale. Cette phase est qualifiée de
phase éclipse et a lieu entre 7 et 21 jours post-infection ; le virus n’est pas détectable au niveau
plasmatique (Brandon F. Keele et al. 2008). Par la suite, le virus et les cellules infectées
rejoignent la circulation lymphatique puis les organes lymphoides secondaires (Xu, Wang, and

Veazey 2013). Le virus se propage rapidement et particulicrement au niveau du tissu lymphoide
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associ¢ a I’intestin, le GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissue) dans lequel les LT mémoires
activés CD4"CCRS5* sont présents en trés grand nombre (Brenchley, Schacker, et al. 2004;
Mattapallil et al. 2005; R. S. Veazey et al. 2000). Environ 80% des LT CD4" du GALT sont
éliminés par apoptose au cours des trois premieres semaines. En parallele, plus de 50% des
centres germinatifs de 1’intestin sont perdus 80 jours apres ’infection et impactent ainsi de
facon indirecte les lymphocytes B (LB) (McMichael et al. 2010). A ce stade, entre 14 et 25
jours post-infection, la charge virale augmente de facon exponentielle et atteint un pic supérieur
a 1.10° copies/ml dans le sang (Little et al. 1999). Il coincide avec une trés forte production de
cytokines inflammatoires par les cellules de I’'immunité innée dite « tempéte cytokinique »
(Roberts et al. 2010). Celle-ci joue un rdle dans la mortalité des LT CD4" et contribue a une
forte activation cellulaire. De plus, le processus d’apoptose associé provoque la libération de
particules apoptotiques possédant des propriétés immunosuppressives. De ce fait, alors que la
déplétion des LT CD4" est en partie liée a 1’élimination des cellules directement infectées,
I’ensemble de ces mécanismes indirects (activation immunitaire et immunosuppression)
favorisent aussi la propagation virale et impacte négativement I’homéostasie immunitaire
(Okoye and Picker 2013; Février, Dorgham, and Rebollo 2011). Enfin, la charge virale
plasmatique se stabilise avec I’initiation de la réponse T CD8 spécifique, parallelement a un
nombre de LT CD4" qui revient a un niveau proche de la normale dans le sang mais pas dans
le GALT (Mattapallil et al. 2005). Parallelement, la réponse anticorps par les LB se met en
place entre 3 et 4 semaines apres I’infection (Tomaras et al. 2008). A ce stade, la dissémination
virale est déja suffisamment avancée pour permettre la formation de réservoirs viraux a travers

I’organisme (Bruner et al. 2016; Pilcher et al. 2004; T Schacker et al. 2000).

2) la phase chronique, aussi appelée la phase de latence clinique : elle est asymptomatique et

peut durer entre 5 a 12 ans mais varie considérablement d’un patient a un autre (Lemp et al.
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1990). Durant cette période, le virus continue a se répliquer. La pression exercée par la réponse
immunitaire adaptative sur la réplication virale associée aux erreurs non corrigées de la
transcriptase inverse contribuent a 1’apparition de virus mutés échappant a la reconnaissance
des antigénes viraux, aux anticorps neutralisants et a la réponse des LT cytotoxiques (Hunt et
al. 2008; Wei et al. 2003). La formation de réservoirs viraux est entretenue au sein des LT CD4*
mémoires (Siliciano et al. 2003) et des macrophages (Kruize and Kootstra 2019). Ces réservoirs
permettent au virus de se réactiver malgré la pression exercée par le systeme immunitaire (Pace
etal. 2011). A cette persistance virale, sont associées des altérations quantitatives et qualitatives
des cellules immunitaires : activation immunitaire et inflammation chronique. Ces processus

seront abordés plus spécifiquement en partie II.

3) le stade SIDA : c’est la phase terminale de I’infection en I’absence de traitement. Il est défini
par un nombre absolu de LT CD4* inférieur au seuil de 200 cellules par mm?® dans le sang et
par la survenue de symptomes cliniques. Cette phase s’accompagne d’une mortalité cellulaire
accrue, une activation immunitaire forte, un changement du profil de LT CD4" Thl vers un
profil Th2, une diminution de la réponse CD8 spécifique via une altération des fonctions
cytotoxiques et une mort cellulaire importante (Langford, Ananworanich, and Cooper 2007).
Le patient devient susceptible aux infections opportunistes (Low et al. 2016) et a certaines

tumeurs malignes (Shiels and Engels 2017) et meurent rapidement.

b. Apport des traitements antirétroviraux

Au début de I’épidémie par le VIH-1 dans les années 1980, les patients étaient traités
tardivement et uniquement pour les infections opportunistes, sans toutefois changer le pronostic

vital du patient. Le premier traitement ART efficace a avoir été développé est I’azidothymidine
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(AZT) et apparait en 1987. Il s’agit d’'une molécule permettant de bloquer une des enzymes
majeures du cycle de réplication virale : la transcriptase inverse. Les premiers essais cliniques
ont mis en évidence une augmentation du nombre de LT CD4" et une espérance de vie
prolongée des patients en stade SIDA (Fischl et al. 1987). Cette stratégie a permis de réduire la
mortalité et la morbidité associées a 1’apparition de maladies opportunistes avec en revanche
des effets secondaires trés importants pour le patient. Cependant, le VIH-1 s’est rapidement
adapté a cette monothérapie et a développé des résistances (Larder, Darby, and Richman 1989).
Ce n’est qu’en 1996 que le développement de molécules ciblant d’autres protéines virales
comme la protéase et I’intégrase (Hammer et al. 1996; Laskey and Siliciano 2014) permet
d’envisager des combinaisons de plusieurs ARV et de limiter les résistances.

L’objectif principal du traitement ART est d’empécher la progression vers le stade SIDA
en restaurant et maintenant un nombre de LT CD4" supérieur 4 500 cellules/mm?. Pour cela, le
traitement doit réduire drastiquement la charge virale plasmatique a un niveau indétectable de
I’ordre de 50 copies/mL. En effet, ce seuil maximise la restauration immunitaire et minimise le
risque de sélectionner des virus résistants. Il réduit €galement la morbidité associée a
I’infection. L’OMS recommande de traiter toute personne infectée le plus tot possible apres le
diagnostic. En effet, le traitement ART constitue un moyen performant de réduire le risque de
transmission du virus par voie sexuelle (Donnell et al. 2010) en plus des bénéfices apportés par
le contrdle de la réplication virale sur la morbidité et mortalité associée (Iwuji et al. 2011).

L’impact des traitements ART sur la réponse immunitaire est notable et d’autant plus
lorsque I’initiation du traitement est précoce (Cellerai et al. 2011; Hocqueloux et al. 2013). Ils
permettent en premier lieu de réduire drastiquement la charge virale et ainsi d’optimiser la
restauration du nombre de LT CD4" 2 un taux supérieur a 500 cellules/mm?. 11 a été montré un
bénéfice immunologique associé a un ratio CD4/CD8 supérieur a 1, a la préservation du nombre

de LT CD4* mémoires, au maintien d’une diversité du répertoire T et notamment de la réponse
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T CDS8 spécifique, a une réduction de la fibrose des tissus lymphoides (M. Zeng et al. 2012;
Hocqueloux et al. 2013; Cellerai et al. 2011). De plus, le traitement ART diminue également
I’activation du systéme immunitaire, 1’épuisement (Maartens, Celum, and Lewin 2014;
Trautmann et al. 2006), et I’inflammation systémique chronique dont les conséquences
déléteres ont été mises en évidence au niveau cardio-vasculaire, métabolique, osseux et

neurologique (Sandler et al. 2011).

3. Spécificité des traitements antirétroviraux

a. Différentes classes d’antirétroviraux

Les ARV sont regroupés en six classes différentes en fonction de I’étape du cycle de
réplication bloquée : les antagonistes du corécepteur d’entrée CCRS (anti-CCRS), les
inhibiteurs de fusion (IF), les inhibiteurs nucléosidiques (INTI) et les inhibiteurs non
nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), les inhibiteurs de I’intégrase (INI) et les
inhibiteurs de la protéase (IP). Actuellement, I’OMS préconise I’association de trois ARV afin
de limiter I’émergence de virus résistants et de s’adapter a la variabilité de réponses aux
traitements des patients (Calvez et al. 2017; Todesco et al. 2015), avec en premiere intention
I’association de deux INTI avec un troisieme agent. La combinaison de la trithérapie pourra
étre adaptée en fonction de la réponse virologique et immunologique du patient mais aussi de
la tolérance. Le traitement ART doit réduire la charge virale plasmatique a 50 copies/mL en six
mois avec des objectifs intermédiaires de référence apres 1 et 3 mois de prise du traitement.
L’échec de ces objectifs implique la recherche d’une mauvaise observance chez le patient, la
possibilité d’interaction médicamenteuse ou un sous-dosage du traitement ART, et de corriger

la cause identifiée dans les plus brefs délais.
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Il existe désormais une trentaine de molécules antirétrovirales sur le marché. Les
interactions médicamenteuses entre les ARV, ou bien avec d’autres médicaments, sont
nombreuses. Ces interactions potentialisent ou antagonisent ’effet d’un médicament. Ces
derniéres se manifestent principalement au niveau de 1’absorption intestinale et du métabolisme
hépatique. Elles sont majoritairement basées sur le cytochrome P450 3A4 (CYP 3A4) qui est
I’une des enzymes majeures impliquées dans le métabolisme de plus de 60% des médicaments
commercialisés.

Malgré le développement de nouveaux ARV agissant sur des sites d’actions différents,
aujourd’hui deux associations fixes d’INTI sont recommandées préférentiellement pour leur
efficacité, leur tolérance ainsi que la facilité de prise du traitement (1 comprimé par jour) qui
permet une meilleure compliance du patient. Il s’agit de 1’association ténofovir disoproxil
fumarate (TDF)/emtricitabine (FTC) et de 1’association abacavir (ABC)/lamivudine (3TC).
Elles présentent la méme efficacité sur le plan virologique et immunologique lorsqu’elles sont
associées a I’inhibiteur d’intégrase dolutégravir (DTGQG), contrairement a ce que suggéraient des
¢tudes plus anciennes ou ces molécules étaient associées a 1’éfavirenz ou des IP (Arribas et al.
2008; Gallant et al. 2006; Sax et al. 2011; Post et al. 2010). L’association ABC/3TC constitue
une alternative au TDF/FTC chez les patients a risque rénal ou osseux, et elle est fortement
préconisée si le patient ne porte pas ’allecle HLA B*5701 afin de limiter une réaction
d’hypersensibilité de type IV pouvant étre mortelle. La majorité des patients infectés par le
VIH-1 est traitée par une trithérapie composée de TDF/FTC ou ABC/3TC associée a un
inhibiteur d’intégrase de premiere génération, le raltégravir (RAL) ou de seconde génération,
le dolutégravir (DTG) ou le bictegravir (BIC). A noter qu’un test génotypique incluant la
recherche de mutation de résistance dans le géne de l’intégrase est recommandé avant
I’initiation du premier traitement ART associant un INI. Quelques différences sont observées

entre RAL et DTG ou BIC. Le RAL est le premier représentant de la classe des INI et présente
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une efficacité et une tolérance globalement bonne. En revanche, en cas d’échec virologique
I’apparition de virus résistants est forte contrairement au DTG et au BIC qui présentent
I’avantage d’une sélection de virus résistants plus faible. Associé au TDF/FTC, son efficacité
et sa tolérance sont bonnes et ont été démontrées dans plusieurs essais cliniques de phase 3
(Raffi et al. 2013; S. Walmsley et al. 2015; S. L. Walmsley et al. 2013; Clotet et al. 2014). Le
RAL et DTG ont montré des effets indésirables neuropsychiques (troubles du sommeil, anxiété,
céphalées, vertiges et troubles de la concentration) et sont associés a des arréts plus fréquents
du traitement dans le cas du DTG (Hoffmann et al. 2017; Pefafiel et al. 2017). De plus, des
travaux ont mis en évidence un effet possible du DTG dans la prise de poids (Norwood et al.
2017) et du RAL dans des modifications de composition de la graisse corporelle (McComsey
et al. 2016), des effets initialement sous-€évalués. Compte tenu du recul clinique désormais
significatif et les effets indésirables limités par rapport a d’autres combinaisons, ces schémas

thérapeutiques restent les plus prescrits en premiere intention.

b. Pharmacocinétique : formulation et diffusion des antirétroviraux

Le virus, bien qu’il soit controlé, persiste a 1’état latent a travers des réservoirs
(Lambotte et al. 2004; Trono et al. 2010), difficilement accessibles a la diffusion des ARV. Les
connaissances sur la capacité de diffusion des ARV dans ces différents réservoirs représentent
actuellement un enjeu fondamental pour pouvoir envisager un traitement curatif du VIH-1.
IIs constituent actuellement le facteur limitant pouvant conduire a un échec thérapeutique, et ce
malgré un traitement ART efficace et une observance optimale. D’une fagon générale, plusieurs
facteurs conditionnent la diffusion tissulaire des médicaments: leurs propriétés
physicochimiques comme leur poids moléculaire et leur lipophilie, la fixation aux protéines

plasmatiques pouvant ralentir la diffusion du médicament, les propriétés anatomiques et
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physiologiques du compartiment viral, c’est-a-dire le pH, la concentration en protéines
cellulaires ou tissulaires capables de lier le médicament ou encore la lipophilie. Enfin, des
transporteurs peuvent faciliter ou empécher ’entrée des ARV au sein des cellules et a travers
les barrieres anatomiques. Les degrés de pénétrance des ARV les plus faibles sont retrouvés
dans le systeme nerveux central (SNC) lié a la présence de la barriere hématoencéphalique (Ene,
Duiculescu, and Ruta 2011). La diffusion dans les liquides génitaux est variable. A I’inverse,
la muqueuse rectale qui présente la caractéristique d’étre lipophile, richement vascularisée et
contenant de nombreuses protéines de transport, permet une diffusion tres importante des ARV
(Thompson, Cohen, and Kashuba 2013; Else et al. 20111; S. Taylor and Davies 2010).
Toutefois, le degré de pénétrance des ARV dans ce tissu reste tres variable selon la classe de

médicaments et au sein méme de celle-ci (Cottrell, Srinivas, and Kashuba 2015).

c. Comorbidités li€es a la persistance virale et a la toxicité des antirétroviraux

Le développement des ARV et les progres de la recherche ont permis d’améliorer
sensiblement I’efficacité et la tolérance de ces médicaments mais certains effets indésirables
subsistent. Les effets combinés de I’infection (persistance du virus, associée a une inflammation
et une activation du systtme immunitaire) et des ARV peuvent mener a 1’apparition de
comorbidités.

Les troubles métaboliques sont des effets indésirables caractéristiques d’une prise du
traitement ART au long cours et concernent la trés grande majorité des ARV. Ils sont basés sur
les troubles du métabolisme lipidique (lipodystrophie) et glucidique (insulinorésistance). La
lipodystrophie, c’est-a-dire la modification de la répartition du tissu adipeux corporel, est une
complication historique du traitement ART et représente un surrisque cardiovasculaire. A la

suite des stratégies thérapeutiques recommandées depuis 2010 qui préconisent I’abandon des
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INTTI et des IP les plus pourvoyeurs d’anomalies métaboliques, les symptomes cliniques se sont
améliorés. La perturbation du métabolisme glucidique repose principalement sur un état
d’insulinorésistance pouvant conduire au risque de développer un diabete de type 2. Le rdle de
certains ARV, en particulier les IP, ayant des effets néfastes sur la sécrétion d’insuline (B.
Sharma 2014) favorisant la survenue d’un diabéte, a été montré avec 1’utilisation d’association
antirétrovirales de premieres générations (De Wit et al. 2008; Ledergerber et al. 2007; Capeau
et al. 2012; Riyaten et al. 2015). Il n’a pas été retrouvé d’association entre le risque de diabete
et la mise en place des stratégies thérapeutiques recommandées depuis 2010. I1 faut cependant
noter que le virus contribue également a I’installation de ces désordres métaboliques (Giralt,
Domingo, and Villarroya 2011).

De nombreuses autres comorbidités ont été observées (Allavena et al. 2018):
ostéoporose, sarcopénie, apparition de myopathies et de fatigue musculaire. On note également
diverses manifestations cardiovasculaires telles que 1’athérosclérose, I’hypertension artérielle,
I’insuffisance cardiaque et I’infarctus du myocarde. En France, les maladies cardiovasculaires
constituent la troisieme cause de déces des patients infectés. L’essai clinique SMART montrent
que le VIH-1 Iui-méme est un facteur de risque d’athérosclérose (Ross et al. 2009; Grunfeld et
al. 2009) et certaines études insistent sur le role de ’activation immunitaire prolongée et
I’inflammation a bas bruit comme facteurs de risques de développer ces pathologies
cardiovasculaires (Nou, Lo, and Grinspoon 2016; S. Lang et al. 2012). Des atteintes rénales
sont également a considérer en lien avec la forte prévalence des comorbidités cardiovasculaires
et métaboliques, du vieillissement de la population, et de I’impact de I’exposition cumulée et
prolongée a certains ARV. Enfin, les maladies neurodégénératives (Nightingale et al. 2014;
Robertson et al. 2010; A. Shah et al. 2016) et I’apparition de troubles psychiatriques (troubles

dépressifs, anxieux, état de stress) (Langebeek et al. 2017) sont également notables.

18



Malgré I’apport du traitement ART, deux problématiques majeures restent a
prendre en considération dans la prise en charge de cette maladie afin de limiter
I’incidence des comorbidités : la persistance du virus au sein de réservoirs viraux et les

défauts de la réponse immunitaire associés a cette persistance.

II. Persistance virale et réponses immunitaires altérées

1. Persistance du virus

a. Persistance virale et cinétique d’établissement des réservoirs

Les réservoirs viraux sont définis comme des populations cellulaires ou sites
anatomiques dans lesquels des formes virales compétentes pour la réplication virale
s’accumulent et persistent avec une cinétique de renouvellement lente (Blankson, Persaud, and
Siliciano 2002). La preuve clinique de I’existence de ces réservoirs repose sur 1’observation
d’un rebond viral rapide pour la grande majorité des patients interrompant leur traitement alors
que le virus n’était pas détectable dans le sang périphérique (Davey et al. 1999; Finzi et al.
1999; Kulpa and Chomont 2015) (Figure 6). L hypothese de cellules dormantes pouvant
contenir le virus intégré nait en 1997 avec les travaux de Robert Siliciano. Il revient alors sur
son hypothese initiale, basée sur un modele mathématique, d’une éradication compléte du virus
en moins de trois ans et estime finalement nécessaire plus de 60 ans de prise d’un traitement
ART pour parvenir a cet objectif (Finzi et al. 1999; Siliciano et al. 2003; Strain et al. 2003).
Aujourd’hui, trois arguments expliquent cette durée :

- Lapersistance d’un faible nombre de cellules dormantes a longue durée de vie contenant

du génome viral intégré pouvant relancer I’infection (Siliciano et al. 2003)
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- L’existence d’une réplication virale résiduelle via des cycles d’infection productifs a bas
bruits, principalement dans les tissus ou la diffusion des ARV est limitée (van Zyl, Bale,

and Kearney 2018)

- Les altérations persistantes de la réponse immunitaire, détaillées en partie I1.3

Virémie élevée | N virémie a des | A virémie aprés

avant mise sous | niveaux indétectables | arrét du traitement
traitement

&\ﬂ?"

Charge virale

l Limite de détection

Temps

Figure 6 : Définition clinique du réservoir viral (adaptée de (Kulpa and Chomont 2015)). Alors
que I’infection VIH-1 est caractérisée par une virémie élevée, le traitement ART permet de réduire
drastiquement la charge virale a des niveaux indétectables par les méthodes utilisées en clinique (<50
copies/mL). En revanche, lorsque le traitement est interrompu, la réplication virale reprend et la virémie
augmente de nouveau ; on parle de rebond viral. Celui-ci est révélateur de la persistance du virus au sein
de réservoirs cellulaires et anatomiques pendant la phase de traitement.

L’¢tablissement des réservoirs viraux se fait tres précocement au cours de I’infection.
L’initiation d’un traitement ART dix jours apres le début des symptomes en phase aigiie
n’empéche pas la génération de cellules infectées de maniere latente (T. W. Chun et al. 1998).
Ce résultat a été confirmé dans le modele de primates non-humain (PNH) d’infection par le
virus de I’immunodéficience simienne (SIV) pour lequel le traitement ART a été initié trois
jours post-infection puis interrompu apres 24 semaines de traitement. Un rebond viral a été
observé rapidement en phase de post-arrét indiquant la formation de réservoirs des les trois

premiers jours de I’infection (Whitney et al. 2014). Déterminer la cinétique d’établissement des
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réservoirs est une question a part entiere. Brievement, deux modeles ont émergé : la latence
avant activation suggere que les cellules quiescentes sont directement infectées (Swiggard et
al. 2005; Cameron et al. 2010; Saleh et al. 2007) tandis que la latence post-activation indique
que les cellules mémoires activées sont infectées lors de 1’activation, échappent a la mort
cellulaire et reviennent a I’état de repos (Bosque and Planelles 2009). Alors que le second
scénario implique que les réservoirs latents ne peuvent étre établis avant la génération de
cellules mémoires, le premier suggere qu’ils peuvent étre constitués des les premiers jours de
I’infection (Kulpa and Chomont 2015). De plus, I’identification du moment précis est
techniquement difficile a élucider car dans les premiers temps, la majorité des cellules infectées
sont susceptibles de I’étre de maniere productive, ce qui complique I’effort d’identification de
la faible fraction de cellules réservoirs qui persisteront sous traitement ART.

Bien que les ARV ne peuvent avoir un impact sur les réservoirs déja constitués (T. W. Chun et
al. 1998; Geeraert, Kraus, and Pomerantz 2008), ils restent cependant intéressants pour
interrompre leur constitution a travers I’organisme et réduire leur taille globale, ce qui pourrait
prolonger le délai avant le rebond viral en phase de post-arrét. Plusieurs études indépendantes
ont démontré le bénéfice thérapeutique d’initier le plus rapidement possible un traitement ART
en phase aigiie de I’infection (Ananworanich, Dubé, and Chomont 2015). Fait intéressant, le
délai entre I’interruption des ARV et le début du rebond viral est en corrélation avec la virémie
observée en phase aigiie et avec I’ADN proviral a I’arrét du traitement (J. P. Williams et al.

2014).

b. Réservoirs cellulaires et anatomiques

Les LT CD4" représentent le principal réservoir cellulaire (Finzi et al. 1997; Chomont

et al. 2009). D’une part, ce sont des cibles naturelles du VIH-1, elles expriment a la fois le
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récepteur CD4 et les corécepteurs CXCR4 ou CCRS5 nécessaires a I’entrée du virus. D’autre
part, le VIH-1 a tiré profit d’une caractéristique fondamentale du syst¢tme immunitaire ; la
génération de LT mémoires, maintenus au repos et a longue durée de vie. Il existe des
différences importantes en termes de susceptibilité a la latence virale en fonction de 1’état de
différenciation des LT CD4". On distingue classiquement les cellules naives qui n’ont pas
rencontré 1’antigéne spécifique, les cellules effectrices induites par contact avec 1’antigene
spécifique et a courte durée de vie, et les cellules mémoires a longue durée de vie ou ’on
différencie les LT mémoires souches (Tscm), mémoires centrales (Tcm), mémoires
transitionnelles (Ttm) et mémoires effectrices (Tem). En phase chronique, on estime entre 1 et
10 cellules CD4" infectées de maniere latentes et compétentes pour la réplication virale par
million de LT CD4" infectés (Siliciano et al. 2003; Abreu et al. 2019). Les LT CD4* naifs sont
peu permissifs a I’infection et contribuent tres faiblement a 1’augmentation du pool de cellules
réservoirs (Fabre-Mersseman et al. 2011; Wightman et al. 2010). Les LT CD4" Tscwm,
récemment identifiés, sont caractérisés par leur grande capacité d’auto-renouvellement, une tres
longue durée de vie et leur capacité a se différencier en Tcm et Tem (Gattinonti et al. 2011; Cieri
et al. 2013). Ces cellules en proportion tres faible alimentent peu le réservoir mais possedent
néanmoins les caractéristiques d’un réservoir viral durable (Jaafoura et al. 2014; Buzon et al.
2014). Les LT CD4* Ttwm, encore mal définis fonctionnellement, semblaient représenter un
réservoir important avant que des travaux mettent en avant une forte proportion de virus
défectueux incapables de se répliquer au sein de ces cellules (Soriano-Sarabia et al. 2014). Les
LT CD4" Tcwm sont décrits comme le réservoir principal du fait de leur longue durée de vie, de
leurs capacités a produire activement du virus apres réactivation, a proliférer et a migrer dans
les organes lymphoides (Chomont et al. 2009). Enfin, les LT CD4" Tgm sont les cellules
mémoires a plus courte durée de vie mais sont capables d’initier une réponse effectrice

rapidement, avec un fort potentiel de prolifération. Ce sont également des cellules capables de
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migrer dans les tissus non lymphoides, responsables de [’établissement de réservoirs
anatomiques. Le role majeur des Tcm dans la constitution du réservoir cellulaire est largement
décrit (Chomont et al. 2009; Soriano-Sarabia et al. 2014). Enfin, d’autres LT CD4" tels que les
LT régulateurs (Tregs) et les LT folliculaires (Tfh) ont été identifiés comme réservoirs
(Lindqvist et al. 2012; Perreau et al. 2013; Tran et al. 2008).

Le compartiment LT CD4" quiescent n’est pas le seul a étre a 1’origine du rebond viral
lorsque le traitement ART est interrompu. Les travaux de Chun et al. ont révélé le role des
macrophages en mettant en évidence une différence de séquences au sein des LT CD4*
réservoirs préexistants et celles détectées immédiatement apres 1’arrét du traitement ART (T.
W. Chun et al. 2000). Cette diversité virale souleve également le concept de
compartimentalisation du virus au sein de réservoirs tissulaires (Delobel et al. 2005). Les
macrophages présentent plusieurs caractéristiques leur conférant un role important dans le
maintien du réservoir : une durée de vie de quelques jours a plusieurs années selon les tissus
(Blankson, Persaud, and Siliciano 2002; Sharova et al. 2005), une dissémination tissulaire
importante (Crowe, Zhu, and Muller 2003) dans des tissus a faible pénétrance des ARV (Sigal
and Baltimore 2012; Perno et al. 1998; Aquaro et al. 2002), un effet cytopathique du virus limité
(Swingler et al. 2007), la capacité a transmettre efficacement le virus aux LT CD4" entrainant
indirectement leur déplétion (Duncan, Russell, and Sattentau 2013; Groot, Welsch, and
Sattentau 2008). En revanche, elles présentent un faible taux d’infectiosité (~50 cellules
infectées par million de macrophages de ganglions lymphatiques) (T. W. Chun et al. 1997)
attribué a une faible expression de CD4 mais aussi a des complications lors de la transcription
inverse et I’importation nucléaire conduisant a une infection abortive (O’Brien 1994; Diamond
et al. 2004).

Parmi les autres populations cellulaires impliquées dans la latence virale, notons la

contribution des DC. Bien qu’elles expriment peu le récepteur CD4 et les corécepteurs CXCR4

23



et CCRS, elles sont capables de capter le virus a leur surface grace a la lectine DC-sign
(Geijtenbeek et al. 2000). Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), localisées
principalement dans les muqueuses, peuvent étre infectées et produire du virus (O’Brien,
Manches, and Bhardwaj 2012; G. Li et al. 2014). Les cellules dendritiques folliculaires (fDC),
présentent dans les centres germinatifs, peuvent capter un grand nombre de virus, de souches
variées, a leur surface, jouant ainsi un rdle de réservoir dynamique grace a leur durée de vie de
quelques jours (J. Zhang and Perelson 2013; B. F. Keele et al. 2008). Enfin, le role d’autres
populations cellulaires dans le processus de latence virale reste a préciser. C’est le cas des
cellules NK (Valentin et al. 2002; Bernstein et al. 2006), des LB (S Moir et al. 1999), et des

cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34* (C. C. Carter et al. 2010).

La notion de réservoir se situe aussi a I’échelle tissulaire (Wong and Yukl 2016). Le
réservoir anatomique principal est représenté par les organes lymphoides secondaires
(ganglions, rate) et les tissus lymphoides associ€s a la muqueuse intestinale et bronchique. Des
réservoirs viraux sont également détectés au sein de la moelle osseuse et du thymus (Haase
1999). Les ganglions lymphatiques sont décrits comme étant le premier réservoir anatomique
du fait de la multitude de sites de réplication virale possibles et indépendants entre eux
(Ganusov and De Boer 2007; Horiike et al. 2012). En outre, ce tissu est enrichi en fDC, Tth et
Tcewm aggravant localement la transmission et la réplication virale. Une étude récente dans un
modele d’infection SIV indique que les zones B folliculaires constituent un site sanctuaire de
réplication virale, en raison de I’exclusion relative des LT CD8" cytotoxiques sur ce site
(Fukazawa et al. 2015). De plus, chez le PNH de type Sooty Mangabey, hotes naturels du SIV,
la clairance du virus au sein des ganglions lymphatiques est rapide et associée a une infection
mieux controlée (Martinot et al. 2013), soulignant le role de I’infection persistante des centres

germinatifs dans la maladie (Tenner-Racz et al. 1998; 1988; Burton et al. 2002). Enfin, la
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concentration des ARV est plus faible dans les ganglions par rapport au sang périphérique,
conduisant a une réplication virale continue (Fletcher et al. 2014).

Le GALT est un autre réservoir majeur (T. Chun et al. 2008; Poles et al. 2006).
L’infection de I’intestin est une étape précoce dans la pathogénese de I’infection par le VIH-1
et les LT CD4" subissent une tres forte déplétion dés les premiers jours de 1’infection (jusqu’a
60%) (Ronald S. Veazey et al. 1998; Mehandru et al. 2004; Brenchley, Schacker, et al. 2004).
Les cellules qui survivent persistent sous forme quiescente et integrent une forme latente du
VIH-1 malgré I’initiation du traitement ART (Finzi et al. 1999; T. W. Chun et al. 1998; Joos et
al. 2008). Plusieurs études indépendantes mettent en évidence 1’existence de réservoirs viraux
de nature différente selon la section du tube digestif considérée rendant compte de
compartiments anatomiques immunologiquement distincts (Yukl et al. 2013). Par exemple, la
répartition des macrophages dans I’intestin indique qu’il existe trois fois plus de macrophages
CCRS5* dans les sections distales de 1’intestin que dans les sections plus proximales (McElrath
et al 2013) et que les niveaux d’infection sont différents entre celles-ci (Yukl et al. 2010;
McElrath et al. 2013). Enfin, le GALT est également le si¢ge d’une diversité virale selon la
section considérée (Avettand-Fenoel et al. 2011; van Marle et al. 2007).

Plusieurs autres tissus servent de réservoirs durables. L’infection au sein du SNC a
principalement été décrite a la suite d’autopsie de patients en stade SIDA. L’infection du tractus
génital masculin et féminin est mise en avant par la détection de formes libres ou intégrés du
virus au sein de lymphocytes ou macrophages (Coombs, Reichelderfer, and Landay 2003).
D’autres réservoirs potentiels précédemment négligés tels que le rein (Canaud et al. 2014), le
foie (Penton and Blackard 2014), et le tissu adipeux (Damouche et al. 2015) jouent un role dans

la persistance virale.
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c. Mécanismes de persistance virale et identification des cellules réservoirs

Des efforts importants sont menés sur I’identification des mécanismes par lesquels le
virus persiste avec un double objectif ; empécher la constitution des réservoirs, mobiliser de
nouveau ces réservoirs afin d’éliminer le virus en phase chronique de I'infection. A I’échelle
moléculaire, alors que le génome viral s’intégre préférentiellement dans les régions
transcriptionnellement actives (Lewinski et al. 2006), certains génes viraux non activés ont un
role important dans la latence virale (Van Der Sluis, Jeeninga, and Berkhout 2013). Les
mécanismes de latence moléculaire sont complexes et peuvent inclure (Coiras et al. 2009) : des
mécanismes épigénétiques par modifications post-transcriptionnelles (comme 1’acétylation,
méthylation, phosphorylation, sumoylation et ubiquitinylation), la régulation de facteurs de
transcription comme NF-kB, NFAT et SP1, la présence de répresseurs transcriptionnels tels que
SV40 tardif, APOBEC3G, IxBa, 1’¢longation inefficace des transcrits viraux, un
dysfonctionnement de I’épissage des ARN viraux, des processus antiviraux de I’hote (ARNi et
miARN).

Un paradoxe intéressant repose sur le tres faible nombre de cellules contenant de I’ADN
viral permettant une infection productive, par rapport au nombre de cellules potentiellement
infectables (Brenchley, Hill, et al. 2004; Rouzioux and Richman 2013). En effet, le nombre de
LT CD4" quiescents contenant de I’ADN viral défectueux est environ 300 fois plus élevé que
le nombre de cellules infectées et productives apres activation cellulaire (Eriksson et al. 2013).
Ainsi, I’identification de biomarqueurs spécifiques a la surface de ces cellules latentes capables
d’infection productive est devenue une haute priorité scientifique. De nombreuses études ont
démontré une association entre 1’expression de marqueurs d’épuisement et les réservoirs viraux.
Les travaux de Chew et al. (Chew et al. 2016), renforcés par les travaux de Fromentin et al.

soulignent que les LT CD4" épuisés sont enrichis en ADN viral (Fromentin et al. 2016).
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Récemment, des études complémentaires ont montré que I’expression de PD1 (Programmed
cell death 1) serait un marqueur prédictif de la latence virale avant méme I’initiation du
traitement ART (Ghiglione et al. 2019) et qu’il existe un enrichissement du virus au sein des
cellules qui expriment simultanément plusieurs marqueurs d’épuisement. Ces marqueurs
peuvent constituer des indicateurs importants et ouvrent de nouvelles perspectives sur
I’identification des réservoirs viraux. En outre, une étude in vitro permettant d’étudier les LT
CD4" infectés de maniere latente a révélé une augmentation de 1’expression de plus de 100
genes au sein de ces cellules, dont 16 codant pour des protéines transmembranaires (Descours
et al. 2017). Parmi elles CD32a, un récepteur de faible affinité pour le fragment Fc des IgG,
serait un marqueur potentiel de certaines sous-populations de LT CD4" infectés de maniere
latente et capables d’une infection productive. La pertinence de ce marqueur suscite toutefois
une controverse (Descours et al. 2017; Wittner et al. 2018; Martin et al. 2018; Coindre et al.

2018).

2. La réponse immunitaire anti-VIH

a. Laréponse innée en premiere ligne de défense

La réponse immunitaire innée se met en place rapidement grace a la coordination de
plusieurs acteurs cellulaires capables de reconnaitre le virus de maniere non spécifique via des
senseurs universels de type PRR (pattern-recognition receptors). En raison de leur localisation
et de leurs capacités a reconnaitre I’antigéne et a orchestrer les réponses immunitaires innées et
adaptatives (Z. Ahmed et al. 2015), les DC - sentinelles du systtme immunitaires
stratégiquement situées dans la peau, les muqueuses et le sang - sont particulierement

impliquées dés la phase précoce de I’infection par le VIH-1. L’interaction entre le virus et les
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DC peut impliquer la reconnaissance de composants viraux par les PRR, la capture de virions
et ’infection des DC (Persephone Borrow and Bhardwaj 2008). Ces interactions conduisent a
I’activation des DC mais également a l’altération de leur maturation, et participent a la
dissémination et I’amplification de I’infection (L. Wu and KewalRamani 2006). Sur le versant
immunitaire, ces cellules assurent la présentation de 1’antigéne, contribuent a la production de
cytokines pro-inflammatoires (Lubong Sabado et al. 2010), assurent en partie 1’activation
immunitaire (Manches, Frleta, and Bhardwaj 2014). Parmi les différentes populations de DC,
les pDC jouent un rdle pro-inflammatoire crucial, trés précocement lors de I’infection, via la
production d’IFN-I (Liu 2005; Malleret et al. 2008; Fonteneau et al. 2004) et contribuent a
I’engagement des LT CD4" vers les voies d’apoptose (Herbeuval, Grivel, et al. 2005;
Herbeuval, Hardy, et al. 2005).

Cette premiere vague de production cytokinique conduit a I’activation d’autres fractions
cellulaires durant I’infection aigiie. Plus résistants a I’infection productive par 1’expression
augmentée des facteurs de restriction SAMHDI1 et APOBEC3G, les monocytes sont néanmoins
affectés quantitativement et qualitativement. Les populations CD16" intermédiaires et non
classiques qui produisent fortement certaines cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa
(Dutertre et al. 2012), I'IL-1p (Guo et al. 2014) et IP-10 (Simmons et al. 2013) sont augmentées.
De plus, le VIH-1 affecte leurs fonctions ; la protéine Tat permet une production accrue d’IL-
10 provoquant une activité immunosuppressive (Leghmari, Bennasser, and Bahraoui 2008).
Les molécules de costimulation CD80/CD86 et d’inhibition PD-L1 (Programmed death-ligand
1) (Boasso et al. 2008; Meier et al. 2008) sont surexprimées sur les fractions monocytaires
contribuant a 1’altération de la réponse.

Les cellules NK sont également recrutées au stade précoce de I’infection et contribuent
au controle viral par différents mécanismes. Certaines fractions de NK exercent des fonctions

cytotoxiques  (CD56°VCDI16"eh) et d’autres (CD56"&") exercent des fonctions
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immunorégulatrices par leurs capacités a sécréter des cytokines inflammatoires (IFNy, TNFa)
(Cooper, Fehniger, and Caligiuri 2001). Les NK cytotoxiques contribuent au contrdle initial de
la réplication virale par cytolyse des cellules infectées (Fogli et al. 2008). En phase aigiie, les
NK cytotoxiques augmentent en nombre de méme que leurs capacités de dégranulation et de
production d’IFNy (Alter et al. 2005). En revanche, des altérations de ces cellules ont été
décrites durant la phase chronique avec i) des capacités cytotoxiques dirigées contre les LT
CD4" infectés diminuées par régulation a la baisse de I’expression des récepteurs activateurs
des cellules NK, peu réversible sous traitement ART (Mela et al. 2005; Ward et al. 2007), ii) la
présence de populations NK non fonctionnelles (CD56°CD16") (Mavilio et al. 2003; 2005), iii)
une diminution progressive du nombre de NK (Hu et al. 1995). Les cellules NK ont été
associées a la progression de la maladie et a ’expression de CD14 soluble et d’IP-10 confirmant
leur potentiel pro-inflammatoire et leur rdle dans 1’activation immunitaire (Kuri-Cervantes et
al. 2014). Les récepteurs KIR influencent fortement I’activation des cellules NK. La
reconnaissance des molécules du CMH de classe I par ces récepteurs conduit a 1’induction de
signaux inhibiteurs. La régulation a la baisse des molécules HLA par la protéine virale Nef
protege les cellules infectées des LT CDS8™ et offre théoriquement le signal manquant aux
cellules NK pour leur activation. Cependant, la régulation a la baisse des HLA A et B par Nef
est couplée a la préservation des HLA C et E et empéche ’activation des cellules NK (Specht
et al. 2008). Le VIH-1 est ainsi capable de moduler la réponse NK par le biais de ses protéines
accessoires (Richard et al. 2010; A. H. Shah et al. 2010).

Enfin, les neutrophiles sont également sollicités et recrutés vers les sites d’infection. Ils
exercent un role double, anti-infectieux mais €galement inducteur de dommages tissulaires.
Dans le contexte de I’infection par le VIH-1, une perte de fonction est décrite (neutropénie,
fonction antimicrobienne altérée) (Hensley-McBain and Klatt 2018). Leurs caractéristiques

phénotypiques au cours de la phase précoce ont été récemment évaluées dans un modele
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d’infection SIV. L’instauration d’un traitement ART ne permet pas de restaurer la fonction des
neutrophiles qui montrent un phénotype principalement immature (Lemaitre et al. 2020). De
plus, ils exercent également une activité régulatrice de la réponse T. Le niveau d’expression de
PD-L1 par les neutrophiles est en corrélation avec 1’expression de PD1 et de CD57 a la surface
des LT CD4" et CD8* (Bowers et al. 2014). Des dysfonctionnements de ces cellules sont ainsi
observés et soulignent un état d’hyperactivation (Elbim et al. 1995; Michailidis et al. 2012;

Campillo-Gimenez et al. 2014).

b. L’inflammation aigiie

L’activation du systtme immunitaire innée conduit a une tempéte cytokinique qui

précede le pic de la charge virale (Figure 7).
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Figure 7 : Cascade cytokinique survenant en amont du pic de la charge virale en phase
aigiie de ’infection VIH-1 (d’apres (Stacey et al. 2009). L’évolution au cours du temps des niveaux
plasmatiques de certaines cytokines par rapport a la baseline chez des sujets infectés de maniere aigiie
par le VIH-1 montre une cascade cytokinique qui précede le pic de la charge virale, vers J+6.
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On observe en particulier une élévation séquentielle du niveau plasmatique de
nombreuses cytokines et chimiokines : une augmentation rapide et transitoire d’IFNa et d’IL-
15, une forte augmentation d’IP-10, une augmentation rapide et plus soutenue de TNFa et
MCP-1, une augmentation plus lente d’IL-6, IL-8, IL-18 et IFNy, et une augmentation tardive
d’IL-10. L’ensemble de ces cytokines contribuent au contrdle de la réplication virale
directement et/ou indirectement par 1’activation d’autres mécanismes effecteurs. Cette réponse
cytokinique exagérée contribue aussi a I’immunopathologie précoce de I’infection. Nous nous
focaliserons sur les IFN-I dont le role est double dans le contexte de 1’infection par le VIH-1 :
protecteur par son activité anti-virale, et délétére par sa contribution a ’hyperactivation du

systeme immunitaire (Hunt 2012; Nganou-Makamdop and Douek 2019).

La famille des IFN-I est une famille de cytokines multigéniques codant pour 13 sous-
types d’IFNa, un seul IFN et plusieurs produits monogéniques encore mal définis (IFNg,
IFN~, IFNk, IFNo, IFNJ, IFNC). Dans I’infection par le VIH-1, ces cytokines sont produites
en abondance et contribuent a une réponse anti-virale efficace qui interfere avec plusieurs
aspects de la réplication virale (Yan and Chen 2012). Tous les IFN-I se lient avec diverses
affinités a leur récepteur commun IFNAR dont I’engagement déclenche la voie de signalisation
JAK/STAT (Figure 8). Les deux kinases JAK1 et TYK2 sont activées et phosphorylent les
facteurs cytoplasmiques STAT1 et STAT2. Ces derniers s’assemblent ensuite au facteur IRF9
pour former le facteur de transcription ISGF3 (IFN Stimulated Genes factor 3). Apres
translocation nucléaire, ISGF3 se fixe a son promoteur ISRE (IFN Stimulated Response
Elements) qui permet la transcription d’un multitude de génes stimulés par I’'IFN appelés ISG
(interferon-stimulated gene) (Sadler and Williams 2008).

Plus de 500 ISG ont été décrits et leurs roles sont vastes. Ils peuvent : 1) coder pour des protéines

anti-virales telles que Mx 1, IFITM, IFIT, ii) agir plus spécifiquement sur le cycle de réplication
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virale via les facteurs de restriction inhibant ’entrée cellulaire (TRIM5a), la transcriptase
inverse (APOBEC3G, SAMHDI), I’entrée et I’intégration nucléaire (Mx2), la traduction et
I’assemblage (SLFN 11 et GBPS), et le bourgeonnement (téthérine) (Soper et al. 2018), iii)
avoir une activité pro-inflammatoire telle que IP-10 dont le taux est associé a la progression de
la maladie (Stylianou et al. 2000; A. S. Liovat et al. 2012; Noel et al. 2014), ou encore iv) étre
impliqués dans les mécanismes pro- ou anti-apoptotiques (Kaser, Nagata, and Tilg 1999;
Herbeuval, Boasso, et al. 2005). A noter que les IFN-I sont les principaux inducteurs des ISG,

mais les IFN de type II et III sont également capables d’induire leurs productions. Par exemple,
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Figure 8 : Voies de signalisation des IFN de type I, II et III apres leur liaison a leur
récepteur IFNAR (d’aprés (Sadler and Williams 2008). La liaison des IFN de type I, I et IIT active
les voies de signalisation JAK/STAT pour permettre la transcription des ISG dont les propriétés anti-
virales et immunomodulatrices jouent un réle majeur dans I’infection VIH-1.

IP-10 et IFTM1 peuvent étre induits a la fois par les IFNa et [FNy alors que d’autres s’averent
étre plus spécifiques d’une réponse médiée par I’'IFNy. La régulation de I’expression des ISG
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est complexe et reste incompletement €lucidée. Elle peut mettre en jeu des boucles autocrines
d’auto-amplification, des boucles de rétrocontréle négatives (Ivashkiv and Donlin 2014;
Schneider, Chevillotte, and Rice 2014), étre indépendante de I’IFN en utilisant la voie directe
des TLR (Harman et al. 2011) ou encore varier en fonction de 1’age, le sexe, la consommation

de tabac ou d’alcool.

c. Les réponses lymphocytaires T CD4 et CD8

Immédiatement aprés 1’exposition au virus, I’inflammation induite par I’infection
favorise le recrutement des cellules cibles LT CD4" au site d’infection. Par la suite, le virus se
propage rapidement dans les organes lymphoides secondaires et particulierement au niveau du
GALT dans lequel les LT CD4* mémoires sont présents en grand nombre (Brenchley, Schacker,
et al. 2004; Mattapallil et al. 2005; R. S. Veazey et al. 2000). La déplétion sévere du nombre de
LT CD4" se reflete ensuite dans le sang circulant et constituera le principal marqueur de sévérité
de D’infection (Rowland-Jones 2003). L’infection cible préférentiellement les cellules
spécifiques (Douek et al. 2002) expliquant 1’inefficacité de la réponse CD4 chez les patients
progresseurs, puis se propage aux cellules activées et aux cellules du thymus. La déplétion LT
CD4" est entretenue par de multiples mécanismes imputables directement au virus ou
indirectement a I’inflammation aigiie : I’effet cytolytique du virus dans les LT CD4" infectés,
des capacités de prolifération limitée, une plus grande susceptibilité a I’apoptose des LT CD4*
résiduels (Hazenberg et al. 2000), une forte activation cellulaire. L activation exacerbée des LT
survient précocement au cours de I’infection et persiste malgré un traitement ART efficace
(Catalfamo et al. 2011; Paiardini and Miiller-Trutwin 2013). Les dysfonctionnements de la
réponse CD4 se manifestent par la perte de leurs capacités de prolifération et de production de

cytokines (Younes et al. 2003). Seule la population de LT CD4" producteurs d’IFNy persiste.
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Néanmoins, il semblerait que la contribution de la réponse CD4 dans le contrdle de la charge
virale serait plus associée a la prolifération des cellules mémoires qu’a la production d’IFNy
soulignant a nouveau la fragilité de la réponse CD4 observée chez les patients progresseurs.
L’atteinte du compartiment CD4 est en partie responsable du défaut de fonctionnalité des LT
CD8" en raison du role des cellules CD4* dans 1’activation et la réponse helper nécessaire a la

coordination des réponses CDS8 (Lichterfeld et al. 2004).

Les LT CDS8* ont une place importante dans la physiopathologie de I’infection en raison
de leurs fonctions cytotoxiques et pro-inflammatoires : lyse antigene-spécifique des cellules
cibles via la reconnaissance restreinte au CMH-I et sécrétion de perforine et granzyme,
production de cytokines pro-inflammatoires (IFNy, TNFa, IL-2) et de chimiokines (MIP-1a,
MIP-1B et RANTES). L’activation des réponses T CDS8 a lieu durant la phase aigiie de
I’infection et persiste jusqu’a la phase chronique. Environ 20% des LT CD8* circulants peuvent
étre spécifiques du VIH-1 chez les patients chroniques non traités (Betts et al. 2001). La mise
en place de la réponse innée et de I’'inflammation amplifie leur état d’activation déja élevé
(Decrion et al. 2005). Si la mise en place tres précoce de la réponse CD8 spécifique ne permet
pas I’élimination du virus, elle est associée a la résolution du pic viral en fin de phase aigiie ol
seul le virus autologue est présent (Koup et al. 1994; P Borrow et al. 1994). La qualité de la
réponse CD8 est notamment définie par sa polyfonctionnalité. Celle-ci est plus fréquemment
retrouvée chez les patients non progresseurs et Elite Controllers (Betts et al. 2006; Hersperger
et al. 2010; Migueles et al. 2008). Parallelement, une sensibilité antigénique €levée et une
avidité forte du TCR contribuent a la plus forte capacité des LT CD8* a éliminer les cellules
infectées (Price et al. 2005; Almeida et al. 2009). La réponse CD8 spécifique permet un controle

viral a long terme (Betts et al. 2006), qui s’épuise progressivement a cause de I’émergence de

variants viraux, de I’activation chronique et de I’atteinte des réponses helper.

34



Le nombre de LT CD4* et le ratio CD4/CD8 sont des marqueurs consensuels de
I’infection car fortement corrélés a la progression de la maladie (Wei et al. 1995). Les réponses
CD4 et parallelement CDS8 sont quantitativement et qualitativement supérieures chez les
patients Elite Controllers et participent au contrdle naturel de la réplication virale (Potter et al.
2007; Saez-Cirién et al. 2007; Zaunders and Van Bockel 2013). En ce sens, ils constituent aussi
des marqueurs d’efficacité du traitement ART. La restauration immunitaire sous ARV se
produit généralement en tandem avec le déclin viral, mais ce n’est pas systématiquement le cas.
Jusqu’a 30% des patients traités avec succeés qui parviennent a une suppression totale du virus
voient peu d’amélioration du nombre de LT CD4" (répondeurs virologiques) et restent exposés
a un risque plus élevé de complications cliniques a long terme (G. R. Kaufmann et al. 2005;

Battegay et al. 2006; Tan et al. 2008; Tuboi et al. 2010).

d. Laréponse lymphocytaire B

Une réponse anticorps se développe rapidement au cours de I’infection, mais avec une
faible activité neutralisante. Les premiers anticorps anti-VIH sont détectés dans le sang environ
trois a quatre semaines post-infection et leur détection est utilisée en stratégie diagnostique.
S’ils limitent la propagation virale sans la contrdler, ils restent néanmoins importants dans la
réponse NK et ADCC (Antigen-depend cell-mediated cytotoxicity). C’est seulement a partir de
la 9°™ semaine post-infection qu’apparait la réponse anticorps neutralisante, peu efficace, qui
ciblera uniquement les protéines d’enveloppes du virus autologue (Tomaras et al. 2008; Wei et
al. 2003). Depuis plusieurs années, des efforts se sont concentrés sur le potentiel d’anticorps
tres puissants produits par moins de 1% des patients plusieurs années apres 1’infection, appelés

bNADs pour anticorps neutralisants a large spectre. Ces bNAbs ont la capacité de neutraliser le

virus en ciblant des régions trés conservées de 1’enveloppe virale nommés « site de
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vulnérabilité », et de limiter la transmission du virus de cellule a cellule (Dufloo, Bruel, and
Schwartz 2018). Ils suscitent alors un intérét particulier dans le développement d’approches
vaccinales (Subbaraman, Schanz, and Trkola 2018).

L’infection par le VIH-1 entraine un grand nombre d’altérations de la réponse humorale
a I’échelle cellulaire : (i) I’échappement a la réponse B par I’émergence de variants viraux, (ii)
une diminution de la proportion de LB mémoires (Titanji et al. 2006) résultant d’une
susceptibilité accrue a I’apoptose (Titanji et al. 2006; Van Grevenynghe et al. 2011; Rethi et al.
2013), (ii1) un maintien des LB de faible affinité et une diminution de leur différenciation en
LB mémoires (Lindqvist et al. 2012), (v) une diminution de 1’expression des molécules de
costimulation réduisant 1’efficacité des coopérations T-B (Legendre et al. 1998), (vi)
I’épuisement des LB 1ié a leur état d’activation (Susan Moir and Fauci 2009; Kardava et al.

2011).

3. Altérations de la réponse immunitaire en phase chronique de I’infection

L’établissement d’un état inflammatoire et d’activation sont le résultat de plusieurs
mécanismes directement et indirectement associés a la réplication virale non contrdlée. Les
mécanismes impliqués sont résumés en Figure 9 et incluent la persistance virale, 1’apparition
de nouveaux variants viraux entrainant de nouvelles stimulations antigéniques permanentes,
I’altération de la muqueuse intestinale conduisant a une translocation microbienne favorisant
I’activation immunitaire, une perturbation des équilibres LT CD4* Treg/Th17, les altérations
métaboliques et immunologiques, les co-infections, la toxicité associée aux ARV, les facteurs

de comorbidités (Deeks, Tracy, and Douek 2013).
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a. Inflammation a bas bruit

L’inflammation chronique a bas bruit souvent associée a I’infection par le VIH-1 reste
difficile a évaluer du fait de ’absence de paramétres consensus. En effet, des travaux ont
caractérisé 34 marqueurs d’inflammation différents associés au risque cardiovasculaire chez les
patients infectés (Vos et al. 2017) alors que certains marqueurs sont peu spécifiques (CRP, IL-

6, IL-1B, TNFa) et permettent de quantifier I’inflammation globale sans en préciser la source.
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Figure 9: Principaux mécanismes contribuant a I'activation immunitaire chronique
associée au VIH-1 (adaptée de (Paiardini and Miiller-Trutwin 2013)). De multiples mécanismes
moléculaires et cellulaires sont responsables de I’activation immunitaire généralisée. Parmi ceux-ci : la
réplication virale et les fonctions immunomodulatrices des protéines virales, les infections réactivées, la
perte de 1’intégrité des muqueuses causée par la translocation bactérienne, 1’altération de 1’équilibre
entre les populations CD4*, la persistance virale a travers des réservoirs viraux, la réponse immunitaire
anti-VIH, I’augmentation de la prolifération homéostatique en réponse a la déplétion des LT CD4", la
production accrue de cytokines pro-inflammatoires. A noter que chaque mécanisme peut amplifier les
autres, créant une rétroaction positive non contrdlée. Aussi, il est probable que la contribution relative
de chacun varie en fonction des personnes infectées, le stade de 1’infection et la mise sous ARV.

11 est désormais décrit que I’inflammation a bas bruit est sans lien avec la sévérité de 1’infection

(nombre LT CD4*, charge virale) mais constitue un indicateur de la progression de la maladie
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au méme titre que 1’activation immunitaire chez les patients traités (Bastard et al. 2015). Ainsi,
sous traitement ART, il n’est alors pas surprenant de voir que I’ensemble des parameétres de
I’inflammation ne soit pas restauré et évolue indépendamment de 1’efficacité du traitement sur
la charge virale plasmatique et le nombre de LT CD4". C’est le cas d’IP-10, MCP-1, TNFa, IL-
6, CD14 soluble ou encore la CRP (French et al. 2009; Wada et al. 2015). D’autre part, certains
marqueurs d’inflammation comme CD14 soluble montrent des données hétérogenes selon les

études menées, avec des valeurs pouvant rester élevées ou bien revenir a la normale (Taiwo et

al. 2013; Sereti et al. 2017).

La voie IFN-I a un rdle dual associant activité antivirale et pro-inflammatoire
contribuant a I’activation immunitaire chronique. Dans la phase chronique, la persistance d’une
signature IFN-I contribue a la mauvaise restauration des LT CD4", en favorisant 1’apoptose
médiée par TRAIL/DRS et Fas/FasL (Kaser, Nagata, and Tilg 1999; Herbeuval, Boasso, et al.
2005; Herbeuval, Grivel, et al. 2005; Herbeuval, Hardy, et al. 2005), a I’altération des
muqueuses par induction de molécules d’immunorégulation (IDO) contribuant au défaut du
ratio Th17/Tregs (Malleret et al. 2008; Favre et al. 2009) et au maintien de 1’activation
chronique des LT (Sedaghat et al. 2008). Jusqu’a récemment, les techniques de dosage classique
ne permettaient pas de doser les IFN-I en phase chronique, présents a des quantités inférieures
aux seuils de détection. La mise en place de nouvelles techniques, de type SIMOA (Single
Molecule Array) a permis de lever ce frein technique (Rodero et al. 2017) et de révéler qu’ils
sont plus fréquemment produits et détectables au sein des organes lymphoides (Nascimbeni et
al. 2009; Lehmann et al. 2010) qu’en périphérie (Killian et al. 2006; G. A. D. Hardy et al. 2013).
Une autre approche consiste alors a étudier les ISG comme indicateur de la signature IFN-I.
Celle-ci est réduite mais persiste a bas bruit en phase chronique, alors méme que le traitement

soit initié tardivement (Neuhaus et al. 2010; Lederman et al. 2013) ou précocement (Sereti et
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al. 2017). En effet, au long cours les pDC, principales cellules productrices des IFN-I,
deviennent réfractaires aux stimulations répétées par le virus. Il en est de méme pour les
monocytes, autre source importante des IFN-I, en raison d’une désensibilisation causée par la

diminution de I’expression des récepteurs IFNAR (Hardy et al., 2009).

b. L’activation immunitaire persistante

De cet environnement inflammatoire et riche en antigenes résulte une activation et une
prolifération cellulaire accrue des LT. L’activation immunitaire reflete généralement un
renforcement de la réponse anti-virale mais lorsqu’elle est durable et exacerbée, des effets
néfastes apparaissent. Le niveau d’activation immunitaire est d’ailleurs un indicateur de
I’évolution de la maladie vers le stade SIDA (Giorgi and Detels 1989; Deeks et al. 2004).
L’activation immunitaire induit la mort cellulaire par apoptose (Février, Dorgham, and Rebollo
2011), qui entretient secondairement I’inflammation par le relargage de débris cellulaires
(Gougeon et al. 1997).

Bien que le consensus général soit en faveur d’un lien entre I’inflammation et
I’activation immunitaire, les mécanismes précis reliant ces deux processus ne sont pas
clairement définis (V. Appay and Sauce 2008). Les modeles animaux d’infection SIV
soulignent toutefois I’importance de ces deux processus dans la pathogénése de I’infection. En
effet, les PNH africains, hotes naturels, normalisent rapidement les ISG induits lors de la phase
aiglie et D’activation immunitaire reste transitoire en phase chronique, contrairement aux
macaques rhésus asiatiques (Harris et al. 2010; Jacquelin et al. 2009). Des observations
similaires sont retrouvées chez les patients Elite Controllers, les différenciant des patients
progresseurs. Les traitements ART ont amené un bénéfice majeur en réduisant de facon

importante 1’état d’activation immunitaire et d’inflammation (Autran et al. 1997). Pourtant, ils
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n’ont pas permis de les réduire a un niveau basal ; 1’activation, comme 1’inflammation a bas
bruit, persiste apres plus de 10 ans de controle thérapeutique efficace de la charge virale (Amélie
Guihot et al. 2011; 2010). A plus long terme, I’activation immunitaire s’accompagne

d’épuisement immunitaire.

c. Epuisement T et rdles des immunes checkpoints

- Définition de I’épuisement :

Les réponses immunitaires chroniques sont classiquement associées a un phénomene
d’épuisement. L’épuisement est associé a une perte progressive des capacités fonctionnelles qui
débutent par une diminution de la sécrétion d’IL-2, de la polyfonctionnalité des cytokines et du
potentiel de prolifération. Les défauts fonctionnels évoluent ensuite vers la perte des capacités
cytotoxiques et de la sécrétion de TNFa. A un stade sévere d’épuisement, la production d’IFNy
est compromise (Fuller and Zajac 2003; Wherry et al. 2003; Welsh 2001). Les cellules épuisées
répondent mal aux cytokines homéostatiques, dont I’'IL-7 et I’'IL-15, et persistent par des
signaux provenant d’antigenes qui favorisent leur prolifération. Elles peuvent se maintenir in
vivo pendant des années. En phase finale d’épuisement, une altération de I’expression de
facteurs de transcription (Man et al. 2017), du profil métabolique (Bengsch et al. 2016), et des
modifications épigénétiques (Youngblood et al. 2013) sont observées et les distinguent des
autres cellules mémoires. Bien que 1’épuisement des cellules T ait d’abord été identifié au sein
des LT CD8", il est maintenant admis que les LT CD4* sont également soumis a 1I’épuisement
(Antoine et al. 2012; Wherry 2011; D. E. Kaufmann and Walker 2009; Crawford et al. 2014).

L’épuisement se caractérise par I’expression de récepteurs inhibiteurs appelés points de

controles du systeme immunitaire ou immune checkpoints (ICP), tels que PD1, CTLA4, LAG3,
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TIM3, TIGIT. L’expression de ces molécules, ou plus exactement la balance d’expression de

signaux activateurs et inhibiteurs, est finement régulée tout au long de la réponse immunitaire.

- Lavoie PD1/PD-L1 :

L’ épuisement T dans le contexte des infections virales chronique a d’abord été décrit
dans le modele murin d’infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV).
Dans une étude historique, Zajac et al. ont montré que les LT CD8" spécifiques du virus
persistaient au long cours mais perdaient progressivement leurs capacités cytotoxiques. Dans
ces conditions, les LT deviennent insensibles aux antigénes viraux et persistent dans un état
d’épuisement fonctionnel, dans lequel elles sont incapables d’éliminer efficacement le virus (R.
Ahmed et al. 1984; Zajac et al. 1998). Ces travaux ont également caractérisé la modulation de
I’expression du récepteur inhibiteur PD1, comme voie importante de régulation de 1’épuisement

pendant I’infection chronique (Barber et al. 2006; Wherry et al. 2007).

Il est important de noter que I’expression a la hausse de PDI est un processus
physiologique lorsqu’elle est transitoire. La molécule PD1 agit comme frein naturel pour
tempérer la suractivation des réponses T. Elle est aussi identifiée comme le rhéostat de
’activation immunitaire, assurant I’équilibre entre signaux activateurs/inhibiteurs. La molécule
PD1 fait partie de la superfamille CD80/CD86 et CD28/CTLA-4 qui est essentielle pour
’activation et la tolérance périphérique (Sansom 2000). Ce n’est que lorsque la stimulation a
I’antigéne est chronique et persistante que les LT entrent dans un état d’épuisement délétere.
Par ailleurs, 1’activité suppressive n’est déclenchée que lorsque les ligands sont exprimés,
rajoutant un niveau supplémentaire de modulation de 1’épuisement.

PD-L1 et PD-L2 sont les deux ligands du récepteur PD1. PD-L1 est exprimé par de

nombreux types cellulaires comprenant a la fois les cellules hématopoiétiques (DC,
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monocytes/macrophages, LT, LB) et non hématopoiétiques (cellules endothéliales vasculaires
et stromales, cellules des 1lots de Langerhans, kératinocytes). PD-L2 est exprimé
principalement par les CPA (cellules présentatrices de 1’antigéne), c’est-a-dire les DC,
macrophages et LB. Leur expression est faible a 1’état basal et induite en réponse aux signaux
proinflammatoires. Les cytokines sont des régulateurs essentiels de 1’expression de PD-L1 et
PD-L2, en particulier les IFN-I et IFN-II sont parmi les plus puissants médiateurs de
I’expression de PD-L.1 (Sharpe and Pauken 2018). La capacité des IFN a réguler I’expression
de PD-L1 a contribué au concept de « résistance adaptative » favorisant I’immunosuppression

dans le contexte tumoral.

L’activité de frein portée par PD1 repose sur différents mécanismes. Lorsqu’il est
engagé avec son ligand, PD1 est phosphorylé (sur deux motifs de tyrosine dans son domaine
cytoplasmique) ce qui entraine la liaison avec des phosphatases dont SPH2. Ce recrutement
conduit a la déphosphorylation des kinases impliquées dans ’activation TCR médiée (Figure
10). Il en résulte une diminution de ’activation des LT, de la prolifération, de la production
cytokinique et de la survie. Un impact de la voie PD1 sur la machinerie métabolique des LT est
également décrit (Patsoukis et al. 2015). Notre compréhension des mécanismes par lesquels
PD1 module les fonctions des LT épuisés est moins claire. Les LT épuisés ont besoin d’un
engagement continu du TCR pour survivre (Wherry et al. 2004; Shin et al. 2007). Des travaux
récents suggeérent que la restauration des LT CD8* épuisés par un aPD1 dépend de la
signalisation CD28 (Kamphorst et al. 2017), mais il reste a définir comment PD1 module
spécifiquement la signalisation CD28 par rapport au TCR dans ce contexte. Des travaux
complémentaires sont nécessaires pour clarifier 1’effet spécifique de la voie PD1/PD-L1 sur les
autres voies de signalisation. En plus d’interagir avec PD1, PD-L1 et PD-L2 se fixent a d’autres

récepteurs présents a la surface des CPA ou autres types cellulaires (cellules épithéliales,
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cellules tumorales). C’est le cas des interactions PD-L1/CD80 et PD-L2/RGMb décrites comme
étant généralement inhibitrices (Xiao et al. 2014; Butte et al. 2007). Ces autres interactions
peuvent expliquer en partie les différences observées dans 1’efficacité des thérapies ciblant PD1,
PD-L1 ou PD-L2.

PD1 est devenue le paradigme pour comprendre a la fois les rdles physiologiques des
récepteurs inhibiteurs (régulation de I’activation initiale, fonction effectrices, tolérance,
homéostasie immunitaire) et des dysfonctionnements immunitaires (épuisement). Cependant,
PDI n’est pas strictement nécessaire pour I’induction de 1’épuisement des LT (Odorizzi et al.

2015) mais joue un rdle dans son maintien (Barber et al. 2006).
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Figure 10 : Voie de signalisation PD1 (d’aprés (Sharpe and Pauken 2018). L’interaction de PD1
avec son ligand entraine le recrutement de phosphatases dont SHP2, qui inhibe les signalisations
activatrices déclenchées par I’interaction CMH/TCR et CD28/CD80-CD86 ; par exemple, ZAP70 et les
voies de signalisation PI3K et RAS. Collectivement, il en résulte une diminution de 1’activation des
facteurs de transcription AP-1, NFAT, NF-xB importants pour 1’activation des LT, leur prolifération,
les fonctions effectrices et la survie. En outre, PD1 peut inhiber les fonctions des LT en augmentant
I’expression du facteur de transcription BATF.
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- Les autres ICP :

L’épuisement s’accompagne également de I’augmentation de I’expression d’autres ICP
tels que CTLA4, TIM3, LAG3, TIGIT, 2B4 (CD244), CD160, BTLA (Figure 11) et leurs
ligands respectifs (Wherry and Kurachi 2015; Attanasio and Wherry 2016). La sévérité de
I’épuisement est généralement associée au nombre d’ICP coexprimés par les cellules affectées ;
les LT CD8" pouvant en coexprimer jusqu’a sept. Cette coexpression est associée a un
dysfonctionnement et une progression de la maladie plus grave (Blackburn et al. 2009). 1l a
également été montré que les ICP coexprimés avec PD1 sont plus révélateurs d’un état
d’épuisement sévere.

La coexpression de plusieurs ICP a la surface de cellules fortement €puisé€es serait
potentiellement plus difficilement réversibles par des approches thérapeutiques (Pauken and
Wherry 2015; Jenkins, Barbie, and Flaherty 2018). Mais certaines études ont démontré que le
ciblage de PD1 et d’un autre ICP tel que CTLA4, TIM3, CD160, TIGIT ou LAG3 a facilité la
restauration des LT CD8" caractérisée par une prolifération et une cytotoxicité accrue, une
production d’IFNy et d’IL-2 (Woo et al. 2012; Nakamoto et al. 2009; Sakuishi et al. 2010). 1l
n’est toutefois pas clair si le blocage aPD1 est une condition préalable majeure a la restauration
de I’épuisement et a cet effet synergique. En effet, I’expression sélective ou 1’expression a des
niveaux plus élevés de PD1 par rapport a d’autres ICP pourraient étre des facteurs contribuant
a ce résultat (Blackburn et al. 2009). A terme, la compréhension de la contribution relative des
différents ICP dans le processus d’épuisement facilitera 1’¢laboration de stratégies
thérapeutiques.

Enfin, il existe des mécanismes cellulaires compensatoires par lequel le blocage d’un
ICP en monothérapie conduit a la régulation a la hausse d’ICP supplémentaires potentialisant
I’activité suppressive des LT. Dans un contexte tumoral, une étude a évalué 1’impact d’un

blocage en mono-, bi- ou trithérapie alCP et a démontré qu’il existerait un ordre hiérarchique
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de la fonction des ICP (Huang et al. 2017). Ces résultats ont des implications a la fois pour la
compréhension des mécanismes de résistance aux alCP et pour la conception rationnelle de

thérapie combinant plusieurs alCP.
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Figure 11: Immune checkpoints et leurs ligands associés impliqués dans le processus
d’épuisement des lymphocytes T (d’aprés (Fenwick, Joo, et al. 2019). L’interaction du TCR avec
le complexe CMH-peptide présenté par les CPA fournit le premier signal pour 1’activation des LT. Le
corécepteur CD28 et d’autres molécules de costimulations constituent le deuxieme signal. Les immune
checkpoints comme PDI1, CTLA4, LAG3, TIGIT, TIM3, CD160, et 2B4 agissent pour réguler
I’activation des LT suite a I’interaction avec leurs ligands exprimés a la surface des CPA.

- L’épuisement dans le contexte VIH-1 :

Les mémes principes d’épuisement s’appliquent a I’infection chronique par le VIH-1 ;
la persistance de niveaux élevés d’antigenes viraux entraine un épuisement des LT spécifiques
du virus. Outre la stimulation antigénique permanente, la forte activation immunitaire,
I’inflammation et 1’homéostasie compromise contribuent a la mise en place de cet état
d’épuisement. Des études ont montré que 1’expression de PD1 était corrélée a 1’altération de la
fonctionnalité des LT CDS8", a la charge virale et a la réduction du nombre de LT CD4* (Day et
al. 2006; Trautmann et al. 2006; Petrovas et al. 2006). Les LT CD8" spécifiques avec des

niveaux élevés de PD1 montrent également une plus grande sensibilité a 1’apoptose qui a été

45



attribuée a des niveaux plus faibles de Bcl-2 et des niveaux plus élevés du récepteur Fas par
rapport aux LT exprimant faiblement PD1 (Petrovas et al. 2007). Des études longitudinales
montrent qu’apres I’initiation du traitement ART, les niveaux d’expression de PD1 diminuent
progressivement au sein des LT CD8" spécifiques du VIH-1. Les patients Elite Controllers
montrent des niveaux d’expression de PD1 plus faibles par rapport aux patients progresseurs
(Day et al. 2006; Trautmann et al. 2006) (Figure 12). D’autres ICP, dont LAG3, Tim3, TIGIT,
2B4 et CD160, exprimés indépendamment ou combinés, conduisent a des stades plus prononcés
d’épuisement des LT CD8* (Day et al. 2006; Blackburn et al. 2009; Chew et al. 2016; Jones et
al. 2008; Peretz et al. 2012; H. T. Jin et al. 2010; Pombo et al. 2015). 11 a ét€ démontré que la
coexpression de PD1 avec TIGIT est corrélée a la progression de la maladie chez les patients

infectés par le VIH-1 et les macaques infectés par le SIV (Chew et al. 2016).
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Figure 12: Progression de I’épuisement (PD1) en fonction du statut virologique (adaptée de
(Fenwick, Joo, et al. 2019). Au cours de la phase aigiie, la majorité des patients connaissent une
augmentation de la charge virale et de I’expression de PD1 a la surface des LT spécifiques. En revanche,
les patients Elite Controllers maintiennent une charge virale et une expression de PD1 faibles. Les
patients non traités évoluent vers la phase chronique, ou des niveaux élevés et persistants d’antigénes
viraux entrainent I’épuisement des LT. Chez la plupart des patients, le traitement ART inhibe de maniere
significative la réplication virale permettant une virémie controlée sous la limite de détection des tests
standards. Les antigénes viraux faiblement présents permettent une diminution de I’expression de PD1.

46



Les LT CD4" spécifiques expriment également fortement PD1, en corrélation avec la
progression de la maladie, la charge virale et la déplétion CD4 (D’Souza et al. 2007). Comme
pour les LT CD8™, I’expression de multiples ICP, dont PD1, CTLA4 et TIM3, est associée a un
état d’épuisement fonctionnel plus prononcé des LT CD4* (Kassu et al. 2010). Aussi, des études
ont démontré une association entre 1I’expression des ICP et les réservoirs viraux. Les LT CD4*
épuisés sont enrichis en ADN viral (Chew et al. 2016; Fromentin et al. 2016). Récemment, des
études complémentaires ont montré un enrichissement du virus au sein des cellules qui
expriment simultanément plusieurs ICP, notamment PD1, TIGIT et LAG3. Ce résultat suggere
que les ICP ne suppriment pas seulement 1’activation des LT, mais limitent également la
transcription du virus, I’exportation d’ARN et la traduction d’ARN favorisant ainsi la latence
virale (Fromentin et al. 2016; V. A. Evans et al. 2018). Enfin, sous traitement ART, il existe
une corrélation significative entre la fréquence de LT CD4" PD17 et la persistance du virus dans
les tissus (Khoury et al. 2017; Banga et al. 2016). Une étude récente a montré que I’expression
de PD1 serait d’ailleurs un marqueur prédictif de la latence virale avant méme I’initiation du

traitement ART (Ghiglione et al. 2019).

A long terme, 1’épuisement des LT représente une barriere qui parait difficilement
surmontable par les médiateurs cellulaires. En effet, une étude longitudinale montre que
I’épuisement des LT joue un rdle important dans la perte de contr6le du virus par les rares
patients Elite Controllers (<1% des personnes infectées (Deeks and Walker 2007)). Ces études
ont montré qu’une augmentation de 1’expression de PD1 a la surface des LT CD8" spécifiques
précede 1’augmentation de la virémie chez ces patients et que leurs capacités cytotoxiques sont
réduites (Rosas-Umbert et al. 2019). Ainsi, un équilibre délicat existe entre le contrdle de la
charge virale et I’épuisement progressif des LT. Sous ART, les patients voient progressivement

I’expression des ICP diminuer, bien que leurs niveaux restent plus élevés par rapport aux sujets
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sains (Pallikkuth, Fischl, and Pahwa 2013). La fonctionnalité des LT spécifiques s’améliore ;
les LT CD4* et CD8* produisent des niveaux accrus d’IL-2 apres stimulation (Harari et al.
2004; Rehr et al. 2008). Cependant I’expression de PD1, TIM3 et LAG3 a I’arrét du traitement
s’est avérée €tre un marqueur prédictif du rebond viral apres interruption du traitement ART
(Hurst et al. 2015). Limiter la progression de 1’épuisement semble donc constituer un axe

thérapeutique important.

d. Immunosénescence et sénescence réplicative

- Définition de la sénescence :

I1 convient de souligner que ’immunosénescence correspond a une notion tres vaste,
qui contraste avec la sénescence réplicative en biologie cellulaire avec lequel
I’immunosénescence est souvent confondue. La sénescence réplicative est un mécanisme selon
lequel les cellules humaines somatiques cessent de se diviser a la « limite de Hayflick » apres
un nombre fini de divisions cellulaires en raison de I’érosion des télomeres (Hayflick 1968;
Harley, Futcher, and Greider 1990). La sénescence réplicative est apparue comme une cause
possible des maladies chroniques liées a I’age et aux dysfonctionnements des tissus (Kirkland
and Tchkonia 2015; Mufioz-Espin and Serrano 2014). L arrét du cycle cellulaire est irréversible
et se produit en réponse a divers facteurs de stress cellulaires, tels que 1’érosion des télomeres,
les dommages a ’ADN, le stress oxydatif et 1’activation oncogéne, et participe en partie a
limiter le développement de cancers (Sager 1991). Aucun stimulus physiologique connu ne peut
stimuler les cellules sénescentes a réintégrer le cycle cellulaire.

L’immunosénescence fait référence plus largement au déclin des fonctions du systeme
immunitaire li¢ a ’age. Le fait que le systeme immunitaire se comporte différemment chez les

personnes agées et les jeunes adultes est sans équivoque. L’ immunosénescence est associée a
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une plus grande vulnérabilité aux maladies infectieuses et contribue a de nombreuses maladies
dégénératives, en particulier la neurodégénérescence, les cancers, les maladies

cardiovasculaires et auto-immunes (Stahl and Brown 2015).

- Conséquences sur les réponses immunitaires :

Par rapport aux jeunes adultes, le systtme immunitaire des personnes agées se
caractérise par : (i) une diminution du nombre et de la fonctionnalité des cellules souches
hématopoiétiques, (ii) une involution thymique, (ii1) une diminution des LT naifs circulants,
(1v) une augmentation de la fraction de LT CD28" au potentiel prolifératif limité, (v) une
augmentation de la production cytokinique pro-inflammatoire (IL-6, TNFa), (vi) une
diminution du ratio CD4/CD8 (Czesnikiewicz-Guzik et al. 2008; Y. Deng et al. 2004). Ces
changements du systeme immunitaire li€s a 1’4ge et associés a la morbidité et mortalités
définissent le processus d’immunosénescence.

A T’échelle cellulaire, la sénescence se traduit par une perte de capacité proliférative.
Pour rappel, le déclenchement de la réponse T nécessite la molécule de costimulation CD28,
dont I’expression diminue a mesure que les LT mémoires centrales se différencient en cellules
effectrices. La population de cellules effectrices CD28™ possede des télomeres plus courts et des
capacités prolifératives moindres. Bien que beaucoup de ces cellules meurent rapidement,
certaines peuvent devenir résistantes a I’apoptose et perdurer. Ces cellules sénescentes sont pro-
inflammatoires et leur expansion peut contribuer a une inflammation systémique néfaste (Effros
et al. 2005). Parce que I’exposition chronique a un antigéne et I’inflammation entrainent
I’expansion progressive de ces cellules CD28, les infections virales chroniques sont

généralement associées a une accumulation progressive de cellules sénescentes.
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- Caractérisation de I’immunosénescence :

Le phénotype associé a 'immunosénescence reste mal défini mais il est généralement
admis que le raccourcissement des télomeres et pour les analyses phénotypiques, la
surexpression des molécules CD57 et KLRGI1 sont des marqueurs de sénescence.

CDS57 est un marqueur couramment utilisé, bien qu’il soit sujet a débat (Kared et al.
2016). 11 a été associé a la sénescence réplicative : les LT CD8"CDS57" présentent une faible
capacité de prolifération et une sensibilité élevée a 1’apoptose (Brenchley et al. 2003).
L’expression de CD57 identifie également les LT terminales différenciées, capables de produire
des cytokines et qui ont un potentiel cytotoxique élevé (Chattopadhyay et al. 2008; Le Priol et
al. 2006). Toutefois, la caractérisation des LT CD8* Trmra grace a CD57 reste ambigué.
Certains travaux décrivent une population de LT CD8" Temra fonctionnellement « jeune » avec
des capacités de prolifération et une plasticité de différenciation élevées ; ces cellules pourtant
terminales différenciées n’expriment pas CD57 (Verma et al. 2017). A I’'inverse, in vitro,
I’expression de CD57 a la surface des LT CD8" a également été associée a des fonctions
immunosuppressives (Sadat-Sowti et al. 1994). Une étude récente a montré que la fraction
CDS57* présentait une plasticité fonctionnelle tres faible (Verma et al. 2017), soulignant qu’une
forte proportion de LT CD57* peut étre associée a une mauvaise réponse immunitaire (Victor
Appay et al. 2007). Ainsi, I’expression de CD57 ne semble pas suffisante pour définir une
population comme sénescente et doit s’accompagner de la caractérisation d’autres parametres
(taille des télomeres, autres marqueurs de sénescence, TREC).

KLRGI1 est un autre marqueur associé a la sénescence. La proportion de LT
CD8*KLRGI1" augmente de facon spectaculaire avec 1’dge (Ouyang et al. 2003; Henson et al.
2009), reflet de ’augmentation des proportions de LT mémoires liée a 1’age et des cellules
terminales différenciées qui expriment KLRG1. Tout comme CD57, KLRGI est probablement

plus qu’un marqueur de sénescence (Henson and Akbar 2009). Des données semblent indiquer
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que KLRG1 pourrait aussi jouer un role inhibiteur au sein des cellules NK et LT (Schwartzkopff
et al. 2007). Conformément aux fonctions divergentes attribuées a CD57 et KLRGI, les
populations KLRG1*CD57" conservent la capacité de proliférer et de sécréter de I’'IFNy, tandis
que les fractions KLRG1*CD57" ne proliferent pas et sécretent trés peu d’IFNy (Ibegbu et al.

2005).

- La sénescence dans le contexte VIH-1 :

Les patients infectés par le VIH-1 traités a long terme présentent un risque accru de
complications non liées au SIDA (cancers, maladies cardiovasculaires, hépatiques, rénales,
osseuses, déclin neurocognitif) qui peuvent affecter leur espérance de vie. Nombre de ces
complications sont similaires a celles observées chez les personnes agées et a suscité un
parallele intriguant entre ces deux contextes (Desai and Landay 2010; Victor Appay et al. 2007;
Effros et al. 2005) : un faible ratio CD4/CD8 et naif/mémoire, un répertoire de LT réduit, et une
expansion des LT effecteurs mémoires CD28" (Kalayjian et al. 2003; Van Baarle et al. 2005).
11 a été montré que les LT CD8" expriment des niveaux plus élevés de CD57 que les individus
sains, quel que soit le groupe considéré (virémique, sous traitement ART, Elite Controller) (Le
Priol et al. 2006; Victor Appay et al. 2011; Ladell et al. 2008; Simonetta et al. 2014; C. D.
Palmer et al. 2016). De plus, la fraction CD57* augmente chez les patients chroniquement
infectés (Victor Appay et al. 2007) et les caractéristiques associées a la sénescence sont plus
fréquemment retrouvées chez les patients qui ne parviennent pas a restaurer le nombre de LT
CD4" sous traitement ART (Robbins et al. 2009; Teixeira et al. 2001; Molina-Pinelo et al.
2009). Notre équipe a montré que 1’expression de CD57 était principalement liée a la fraction
effectrice et qu’il existe une hétérogénéité fonctionnelle au sein des fractions CD57" (Simonetta
et al. 2014), mais également une plus faible proportion de cellules CD57* au sein des effecteurs

chez les patients Elite Controllers (Henriquez et al. 2019).
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La question de savoir si I’infection par le VIH-1 est responsable d’un vieillissement
accéléré reste controversée. Les modifications du systeme immunitaire liées a I’age ne sont pas
unidirectionnelles et ne sont pas toutes préjudiciables. Les changements immunitaires et
inflammatoires induits par I’infection par le VIH-1 sont beaucoup plus marqués que ceux
associés au vieillissement physiologique et de fait, les maladies cardiovasculaires surviennent
plus précocement (10 a 15 ans plus tdt) chez les patients infectés traitées que dans la population
générale (Bhatia, Ryscavage, and Taiwo 2012; Althoff et al. 2015). Ainsi, des études
complémentaires sont nécessaires pour dissocier 1’effet du vieillissement en soi et I’effet de
I’infection via I’inflammation et 1’activation chronique, et leur relation. A ce jour, les études
sur I’impact réciproque de 1’infection par le VIH-1 et de I’age ont souvent été divergentes

(Jeffrey and Volberding 2010).

4. Le bénéfice potentiel des immunothérapies

La découverte de molécules associées a 1’épuisement a conduit au développement de
nouveaux traitements basés sur des anticorps neutralisants ciblant spécifiquement les ICP, dans
les contextes tumoraux. Ces immunothérapies, visant a lever les freins imposés au systeme
immunitaire de 1’individu par la tumeur ont connu un succes spectaculaire dans le cas de
tumeurs malignes, méme tres agressives telles que le mélanome. Méme si I’ensemble des types
de cancers et des patients ne répondent pas a ces traitements, ces résultats constituent une
avancée majeure. Les anticorps aPD1 (pembrolizumab, nivolumab), aCTLA4 (ipilimumab) et
aPD-L1 (atézolizumab, avelumab) sont actuellement autorisés en tant que monothérapie pour
différents cancers (Mellman, Coukos, and Dranoff 2011; P. Sharma and Allison 2015; Callahan,

Postow, and Wolchok 2016). En outre, il a ét€ démontré que le ciblage thérapeutique combiné

de PD1 et CTLA4 est plus efficace que I’une ou I’autre des thérapies seules pour le traitement
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du mélanome (Larkin et al. 2015). Bien que cette thérapie combinée entraine également une
toxicité accrue chez les patients avec un risque de développer une maladie auto-immune, le
bénéfice reste tres supérieur au risque tumoral. Les thérapies ciblant plusieurs autres ICP tels
que TIM3, LAG3, CD244, BTLA se sont également révélées prometteuses (Pardoll 2012). L’un
des principaux défis de I’immunothérapie est désormais de comprendre pourquoi les réponses
au traitement sont variables entre les individus (Brahmer et al. 2010; P. L. Chen et al. 2016).
Etant donné le coit et la toxicité des anti-ICP, identifier les biomarqueurs qui prédisent les
facteurs de réponses ou de non-réponses au traitement est actuellement une priorité.

La question de savoir si les immunothérapies peuvent également €tre efficaces dans des
contextes cliniques moins séveres, comme les infections virales chroniques, est encore a
explorer. Cette approche est notamment envisagée en combinant ces dernieres avec des
stratégies de vaccination et de traitements. Dans le contexte de l’infection par le VIH-1
contrdlée sous traitement ART, 1’utilisation de stratégies anti-ICP pourrait avoir de multiples
effets bénéfiques pour parvenir a une guérison ou permettre aux individus d’arréter les ARV en
toute sécurité. Les criteres d’efficacité sont (i) la restauration des réponses effectrices en levant
I’épuisement des LT CD8* et CD47, (ii) I’éradication/diminution de la charge virale résiduelle
en réactivant les cellules infectées de maniere latente, et (iii) I’induction d’un contrdle post-
arrét, c’est-a-dire le maintien d’une charge virale basse aprés I’interruption des ARV. Le rapport
bénéfice/risque devra incontestablement étre évalué. En effet, une considération primordiale
dans ce contexte sera la toxicité des médicaments. En sachant que la mise en place de la
trithérapie supprime efficacement les charges virales chez la plupart des patients avec des effets
indésirables jugés acceptables pendant des décennies, les exigences seront treés hautes pour
justifier un besoin médical de 1’utilisation de stratégies anti-ICP qui peuvent présenter un

danger a long terme sur la santé des patients. En outre, des recherches paralleles de

53



biomarqueurs qui renseignent sur la meilleure stratégie thérapeutique et indiquent la fenétre

thérapeutique ou celle-ci serait la plus efficace seront également d’une grande importance.

a. Lever I’épuisement pour un double objectif

L’expression de PD1 simultanément sur les cibles du virus (LT CD4%) et les cellules
effectrices (LT CD8") suggere une double activité des stratégies aPD1 dans le contexte de
I’infection par le VIH-1. Puisque les LT CD4* PD17 sont des cellules réservoirs préférentielles,
lalevée des dysfonctions associées pourrait permettre une activation du compartiment réservoir
et favoriser 1’élimination des virus. A I’inverse, et de maniére similaire a ce qui est décrit dans
le contexte tumoral, la levée de I’épuisement pourrait conduire a une meilleure efficacité des
réponses LT CD8" contribuant a un meilleur controle de I’infection résiduelle. Chez le macaque
rhésus infecté par le SIV, I’administration d’anticorps aPD1 a entrainé 1’expansion rapide des
LT CDS8" spécifiques avec une polyfonctionnalité améliorée, la diminution de I’ARN viral
plasmatique et la survie prolongée des animaux (Velu et al. 2009). Parmi les autres effets
bénéfiques du blocage de PD1, nous pouvons citer une diminution de la signalisation IFN et de
la perméabilité intestinale (Shetty et al. 2012). Dans des travaux évaluant I’administration des
anticorps aPD1 (Mylvaganam et al. 2018) ou aPD-L1 (Gill et al. 2016) a des macaques infectés
et placés sous ARV, aucun effet indésirable n’a été détecté. Cependant, contrairement aux
études sans ARV, il y a eu une expansion plus limitée des LT CD8" spécifiques. Les travaux
de Mylvaganam et al. ont souligné I’importance de la fenétre thérapeutique dans 1I’efficacité du
blocage oPD1. L’administration d’un anticorps aPD1 10 jours avant le début du traitement
ART a rapidement amélioré la fonctionnalité des LT CD8" et diminué 1’expression des ISG. 1l
en a résulté une suppression plus rapide de la virémie et une meilleure reconstitution des cellules

Th17 dans la muqueuse rectale aprés I’initiation du traitement ART. Le blocage aPD1 pendant
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le traitement ART a entrainé une diminution des réservoirs cellulaires. Apres 1’interruption des
ARV, les animaux traités par les aPD1 ont montré une expansion plus importante des LT CD8”*
effecteurs et une proportion de Tregs plus faible, contribuant a un meilleur contrdle de la
virémie et a un retard du rebond viral par rapport aux animaux sous traitement ART seul
(Mylvaganam et al. 2018). Malgré le succes de ces études a stimuler I’activité anti-virale médiée
par les LT, les animaux infectés par le SIV, traités par les aPD1 étaient incapables de maintenir
a long terme un contrdle virologique.

L’expression augmentée de CTLA4 apres interruption du traitement ART, comme pour
PD1, a été associée a la progression de la maladie (D. E. Kaufmann et al. 2007). Le traitement
par un anticorps dirigé contre CTLA4 chez des animaux SIV traités ou non par ARV a entrainé
une augmentation significative de la réplication virale, probablement en raison du nombre accru
de LT CD4" réactivés (Cecchinato et al. 2008). Dans une autre étude chez le macaque, les
aCTLA4 ont conduit a une augmentation modeste du nombre de LT CD4" et CD8* spécifiques
et une réduction significative de I’ARN viral associé aux cellules des ganglions lymphatiques
(Hryniewicz et al. 2006). Ces données semblent suggérer que les aCTLA4 peuvent agir par un
mécanisme d’action différent de celui des aPD1, conduisant a une réduction de I’ARNvV au sein

des tissus.

Chez les patients infectés par le VIH-1, des études in vitro ont établi une preuve de
principe claire du bénéfice de I’utilisation d’anticorps aPD1 ou aPD-L1 pour lever I’épuisement
et améliorer la polyfonctionnalité des LT spécifiques. En clinique, I’utilisation des traitements
aPD1 est actuellement limitée aux patients atteints d’un cancer en phase terminale en raison du
faible taux de réponse et de leur toxicité. Basée sur I’association entre la persistance virale et
I’expression des ICP, plusieurs études chez des patients atteints du VIH-1 et de cancers ont

permis de mettre en évidence une réactivation potentielle des marqueurs du réservoir viral et

55



une augmentation significative des ARNv (Van der Sluis et al. 2020; Wightman et al. 2015;
Garff et al. 2017; Fromentin et al. 2019). En revanche, une seule étude a fait état d’une
diminution ultérieure de la taille du réservoir (A Guihot et al. 2018). Bien que ces résultats
soient préliminaires, les patients infectés traités et présentant un cancer, n’ont montré jusqu’a
présent qu’une réponse modeste au blocage aPD1. Une immunothérapie ciblant plusieurs ICP
en combinaison avec d’autres stratégies pour réactiver le virus pourrait étre nécessaire. Des
résultats encourageants ont montré que le blocage de TIGIT et de PD-L1 a permis une
amélioration significative de la fonctionnalité des LT CD4" spécifiques chez les patients sous
ARV (Chew et al. 2016). Plusieurs essais cliniques aux Etats-Unis et en France évaluent
actuellement les effets des aPD1 et des aCTLA4, seuls ou en combinaison sur les malignités
associées au VIH-1 (Rasmussen et al. 2017).

A ce jour, une seule étude clinique de phase II utilisant des aPD-L1 chez des patients
infectés ne présentant pas de tumeurs malignes a été réalisée (Gay et al. 2017). Cette étude a
reposé sur I’augmentation de la dose du traitement aPD-L1 et a ét€ interrompue apres
I’administration de la dose la plus faible a six patients infectées et traitées sous ARV. Son
interruption a ét€ donnée en raison de la toxicité rétinienne observée dans une étude simultanée
sur le modele macaque. Il est intéressant de noter que, bien qu’il n’y ait pas eu de changements
dans ’ARNv ou I’ADNYv, il y a eu une nette augmentation du nombre de LT CD8" et CD4"
spécifiques de Gag chez deux des six participants. En revanche, un patient a développé une
inflammation de 1’hypophyse plusieurs mois apres avoir recu la thérapie aPD-L1. Comme
attendu, la toxicité de ces médicaments reste donc une problématique importante. Aussi, les
anticorps contre LAG3, TIM3 et TIGIT sont tous en début de développement clinique et,
compte tenu de leur profil de toxicité plus favorable, ils pourraient tre des agents plus

appropriés chez les personnes infectées par le VIH-1 (Anderson, Joller, and Kuchroo 2016).
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Le succes thérapeutique des anti-ICP dans le contexte tumoral est a modérer puisque le
traitement combiné de plusieurs anticorps neutralisants entraine fréquemment des phénomenes
de résistances et de rechutes (Postow 2015; Pitt et al. 2016). Ces limites soulignent la nécessité
de mieux comprendre les mécanismes par lesquels les thérapies aPD1 agissent et d’en identifier
de nouvelles pour favoriser une synergie. Récemment, une étude a identifié¢ un nouvel anticorps
aPD1 ayant une activité antitumorale plus puissante et/ou agissant par le biais du corécepteur
CD28 qui rétablit la signalisation par la voie AKT/NF-kB. Les combinaisons aPD1 bloquants
et non bloquants agissent par un mécanisme d’action distinct et se combinent pour restaurer
plus efficacement I’activité fonctionnelle des LT CD8* épuisées (Fenwick, Loredo-Varela, et
al. 2019). En outre, un des mécanismes importants de résistance aux anti-ICP a été€ associé a la
régulation a la hausse de PD-L1 par les cellules tumorales. En effet, jusqu’a 50 % des patients
avec des tumeurs dites PD-L17 sont résistants a ce type de stratégie thérapeutique ou rechutent
apres le blocage de PD1 ou de PD-L1 (Herbst et al. 2014; Taube et al. 2014; Topalian, Drake,
and Pardoll 2015; Tumeh et al. 2014). Ces résultats soulignent la nécessité de devoir explorer
les mécanismes de régulation paralleles, indépendants des ICP ou de cibler conjointement les

ICP et leurs ligands.

b. Une stratégie alternative : réduire I’inflammation

L’inflammation chronique & bas bruit contribue au développement de différentes
comorbidités (Maciel et al. 2018; Deeks, Tracy, and Douek 2013; Zicari et al. 2019). Un autre
objectif thérapeutique important & atteindre serait alors de contrdler I’inflammation systémique
pour espérer les réduire. Toutefois, 1’inflammation reste une réponse physiologique au
processus de défense de 'organisme. Il est alors important d’identifier des approches

thérapeutiques permettant de réduire I’inflammation sans 1’éteindre. Différentes stratégies sont
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considérées : 1) le passage d’une trithérapie a une bithérapie pour limiter les toxicités des ARV
et notamment des INTI (Llibre et al. 2018), ii) utilisation d’anti-inflammatoires tels que les
inhibiteurs purinergiques des récepteurs P2X (récepteurs connus pour étre exprimés sur les
cellules cibles LT CD4", et impliqués dans la régulation des voies inflammatoires), des statines
(Chastain, Stover, and Riche 2017), le canakinumab (anticorps monoclonal dirigé contre I’'IL-
1B déja approuvé par la FDA pour la réduction du risque de maladie cardiovasculaire) (Hsue et
al. 2018). Dans le cadre de ce document, nous nous concentrerons plus spécifiquement sur le

potentiel impact de la réduction de I’inflammation pour limiter I’épuisement.

Les études dans les modeles tumoraux sont riches en enseignement concernant le lien
entre inflammation et épuisement. Dans des conditions d’exposition prolongées aux IFN et ou
I’antigeéne persiste, les IFN peuvent avoir un role immunosuppresseur (Minn and Wherry 2016).
Les cellules tumorales sont sensibles aux IFN par la régulation a la hausse de PD-L1,
contribuant a inhiber la réponse immunitaire et influencer 1’équilibre entre élimination et
échappement immunitaire (Spranger et al. 2013; Taube et al. 2012). Un des mécanismes
importants de résistances adaptatives aux anti-ICP a d’ailleurs été associé a I’augmentation de
I’expression de PD-L1 par les cellules tumorales (Herbst et al. 2014; Taube et al. 2014;
Topalian, Drake, and Pardoll 2015; Tumeh et al. 2014). Les travaux de Benci et al. sont les
premiers a explorer ces mécanismes de résistance. Ils ont démontré que la signalisation
prolongée des IFN de type I et II permet aux tumeurs d’acquérir des modifications
épigénétiques liées a STAT1, augmentant I’expression des ISG tels que PD-L1, Galectine 9 ou
MXI1 et IFIT1. Le blocage des voies IFN permet de lever la résistance aux anti-ICP en
combinaison, et mieux, il rend les cellules tumorales plus sensibles aux anti-ICP en
monothérapie. Ainsi, I’inhibition des voies IFN Ieve le mécanisme de résistance adaptative

médiée par PD-L1 et contourne la nécessité d’utiliser une combinaison d’anti-ICP (Benci et al.
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2016). Ce travail démontre un lien entre I’inflammation médiée par la voie IFN et les
mécanismes d’épuisement, un aspect qu’il semble important d’évaluer dans le contexte de

I’infection par le VIH-1.

Par analogie au contexte tumoral, la question de savoir s’il est possible de moduler
I’épuisement des réponses T en agissant sur I’inflammation dans le contexte de I’infection VIH-
1, reste encore a explorer. Pendant les phases chroniques de I’infection, méme chez les patients
présentant une virémie controlée, I’inflammation résiduelle et la signature IFN persiste et la
réponse immunitaire est fragile. Des réflexions ont été menées au cours des dernieres années
sur la manieére de réduire I’inflammation résiduelle associée a la voie IFN : (i) diminuer la
production endogene d’IFN-I en limitant 1’induction par les cellules productrices d’IFN, (ii)
limiter la transduction du signal dans les cellules cibles en inhibant la signalisation IFN par des
anticorps anti-IFNAR ou des inhibiteurs des JAK1/2. Toutes ces stratégies devront étre
combinées aux ARV pour améliorer le controle de la réplication virale.

En 2017, deux équipes ont rapporté 1I’impact du blocage des récepteurs IFNAR sur la
restauration les fonctions immunitaires et les réservoirs viraux en modeles de souris humanisées
pour le systtme immunitaire (HIS) (Zhen et al. 2017; Cheng et al. 2017; Deeks, Odorizzi, and
Sekaly 2017). Zhen et al. ont utilisé un anticorps anti-IFNAR2 dans un modele de souris NSG-
BLT infecté par le VIH-1. Comme attendu, 1’expression des ISG a été réduite ainsi que
I’épuisement des LT CD8* (PD1, TIM3) et des marqueurs d’activation (CD38). De plus, le
blocage du récepteur IFNAR a réduit efficacement la charge virale en phase chronique, et
I’association avec le traitement ART a permis une suppression virale plus rapide et des
réservoirs viraux réduits (Zhen et al. 2017). De méme, Cheng et ses collegues ont utilisé un
anticorps anti-IFNAR1 chez des souris humanisées NRG-BLT. Les ARV ont été€ introduits 4

semaines post-infection et les anti-IFNART1 ont été administrés apres 7 semaines. Les ARV ont
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ensuite été interrompus apres 12 semaines post-infection. Cette stratégie a montré une
préservation du nombre de LT CD4" ainsi qu’une restauration de la fonctionnalité des LT CD8".
De plus, les mesures de charges virales ont montré une réduction des réservoirs inductibles
apres I’arrét du traitement (Cheng et al. 2017). Dans I’ensemble, ces études ont donné des
résultats trés prometteurs. L’anifrolumab est un anticorps monoclonal anti-IFNARI1
actuellement développé dans les maladies auto-immunes (Furie et al. 2017). A ce jour, aucun
essai clinique n’a été enregistré pour évaluer une telle stratégie chez ’homme.

L’inhibition des JAKI1 et 2 est intéressante par sa capacité a réduire I’inflammation
systémique. En revanche, I’inhibition de JAK3 est associée a une toxicité non spécifique. En
effet, ’administration d’un aJAK3 chez les macaques infectés par le SIV a montré une
diminution des cellules NK et une augmentation de la charge virale (Takahashi et al. 2013;
2014). 1l existe actuellement trois inhibiteurs de JAK1 et JAK?2 disponibles et approuvés dans
différents contextes. Le ruxolitinib est utilisé dans le cadre de 1a myélofibrose et de la maladie
de Vaquez, le tofacitinib pour la polyarthrite rhumatoide (Kremer et al. 2009; Lee et al. 2014;
Salgado et al. 2014) et I’arthrite psoriasique. Le baricitinib est également utilis€ pour le
traitement de la polyarthrite rhumatoide (P. C. Taylor et al. 2017; Keystone et al. 2015). Dans
I’infection VIH-1, en 2014 Gavegnano et al. ont démontré que 1’utilisation du ruxolitinib et du
tofacitinib limitait la réplication virale et la réactivation du virus in vitro. Ces deux médicaments
ont permis de réduire I’infection des LT primaires et des macrophages humains par différentes
souches, y compris des souches résistantes aux INTI. La combinaison des médicaments a
permis une activité antivirale plus puissante, et la viabilité des cellules cultivées est restée
satisfaisante, sauf pour les concentrations de médicaments tres élevées (Gavegnano et al. 2014).
Ces résultats ont ét€ confirmés pour le ruxolitinib dans un modele murin d’encéphalite due au
VIH-1 (Haile et al. 2016), suggérant un rdle intéressant en traversant la barriere hémato-

encéphalique pour lutter contre les réservoirs viraux du SNC. Spivak et al. ont aussi montré que
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le ruxolitinib était capable de limiter la production d’IL-6, TNFa, IL-1p et IFNy par les PBMC
exposées a un agoniste de la PKC, sans impacter la latence virale (Spivak et al. 2016). Cette
étude a suggéré que les aJAK avaient différents mécanismes pour réguler I’inflammation et
contrdler la latence virale. Enfin, Gavegnano et al. ont récemment démontré que les aJAK
étaient capables de réduire la transmission de 1’infection de cellule a cellule en réduisant
I’activation immunitaire de maniere dépendante de pSTATS. Ils mettent également en évidence
une réduction accélérée de la taille globale du réservoir viral en interférant avec la durée de vie
des LT infectés par la réduction de 1’expression de Bcl-2 (Gavegnano et al. 2017). Dans
I’ensemble, ces données renforcent I’intérét des aJAK. Le ruxolitinib est actuellement testé
dans un essai international randomisé de phase 2 (NCT02475655) en association avec les ARV
pour évaluer la sécurité et I’impact sur la suppression virale et la numération des LT CD4" chez

les patients infectés par le VIH-1.

Ainsi, agir sur I’épuisement et/ou I’inflammation a bas bruit représentent deux
approches thérapeutiques prometteuses, chacune basée sur une fenétre thérapeutique qui
reste a mieux définir au cours de P’infection. L’évaluation de D’efficacité de ces
immunothérapies, en association avec les ARV, et de leurs effets indésirables dans le
contexte de ’infection VIH-1 nécessite la mise en place d’un modéle préclinique robuste,

accessible et compatible avec I’évaluation des différents schémas thérapeutiques.
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III. Les modeles animaux pour I’étude de I’infection par le VIH-1

1. Deux modeles expérimentaux : le primate non-humain et la souris humanisée

a. Un besoin aigu de modeles précliniques

Les modeles animaux représentent un outil préclinique déterminant pour la
compréhension des pathologies humaines et le développement de traitements thérapeutiques.
La recherche biomédicale a largement bénéficié des connaissances accumulées au travers
d’études effectuées sur les modeles animaux, en particulier chez la souris. Toutefois, la souris
présente des limitations importantes notamment lorsque ce modele expérimental est confronté
au tropisme exclusivement humain de certains pathogenes, limitant sérieusement leur étude in
vivo. C’est particuliérement le cas d’un grand nombre de maladies infectieuses, telles que les
infections par le VIH-1, les virus de I’hépatite B et C, ou encore par les parasites de I’espece
Plasmodium malariae, I’agent causal du paludisme. Ces restrictions s’appliquent également en
termes de développement et d’évaluation de nouvelles approches thérapeutiques.

Pour contourner ces limitations, des modeles animaux spécifiques permettant
I’établissement de réponses immunitaires fonctionnelles le plus proche possible de I’homme
sont nécessaires. Dans le contexte de I’infection par le VIH-1, le modele idéal devrait permettre
de modéliser la transmission du virus, la pathogénie et la distribution tissulaire avec la
formation de réservoirs viraux, d’étudier les dysfonctionnements immunitaires causés
directement ou indirectement par la réplication virale ou encore d’évaluer ’efficacité de
stratégies thérapeutiques. Malheureusement, ce modele n'existe pas. En revanche, les modeles
de PNH (Van Rompay 2012; D. T. Evans and Silvestri 2013; Karlsson et al. 2007; Bourry et

al. 2010) et de souris HIS (Paul W. Denton and Garcia 2011) répondent en partie a ces criteres
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avec des limites propres a chaque modele. A noter que les souris standards, comme d’autres
rongeurs, ne sont pas des hotes naturels des Retroviridae et ne peuvent étre infectées par le
VIH-1 (Morrow et al. 1987). Le PNH et la souris HIS sont souvent utilisés indépendamment

ou en combinaison pour 1’é¢tude de I’infection par le VIH-1.

b. Le primate non-humain

Le PNH avec qui nous partageons environ 98% de notre génome (Gibbs et al. 2007)
présentent des similitudes anatomiques, physiologiques et physiopathologiques proches de
I’homme, ce qui en fait un modele de grand intérét dans 1’étude des maladies infectieuses et
particulierement de D’infection par le VIH-1 (Gardner and Luciw 2008). Néanmoins, leur
proximité a I’homme souleve des considérations éthiques et le cout financier associé a la
complexité des structures d’hébergement et de soins est important. Des le début de 1’épidémie,
I’infection par le SIV a été le modele de référence pour les études physiopathologiques. Le SIV
est un lentivirus caractérisé depuis la fin des années 1980 (Hirsch et al. 1989). Parmi la diversité
des especes de PNH, on distingue classiquement les hotes naturels et non naturels du SIV. Les
premiers correspondent aux singes d’Afrique et ne développent pas de maladie, alors que les
seconds, représentés par les singes d’Asie, en développe une lors de I’infection par les souches
SIV. En particulier, des dysfonctionnement immunitaires similaires a ceux observés lors de
I’infection VIH-1 chez I’homme sont retrouvées : une charge virale élevée, une déplétion
progressive des LT CD4*, une phase chronique durable qui favorise I’apparition de maladies

opportunistes et de comorbidités (Brenchley and Paiardini 2011).

L’infection chronique des singes africains par le SIV est non pathogene malgré des

charges virales plasmatiques élevées. Ces modeles non progresseurs sont précieux pour étudier
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les mécanismes d’une réponse immunitaire efficace (A.-S. Liovat et al. 2009). Les modeles non
pathogenes les mieux étudiés sont ’infection par la souche SIVsmm présente chez le sooty
mangabey (Cercocebus atys) et I’infection par la souche SIVagm du singe vert africain
(Chlorocebus aethiops) (Hirsch et al. 1989). Bien que I’infection SIV entraine une forte
réplication virale et une déplétion drastique des LT CD4" dans le GALT des les premiers jours
de I'infection aigiie (Gordon et al. 2007), la charge virale reste faible dans les ganglions
lymphatiques de ces hotes naturels, suggérant un contrdle du virus dans les tissus (Beer et al.
1996; Diop et al. 2000). De plus, I'infection persistante n’entraine pas d’altérations
immunitaires majeures en phase chronique. La restauration du nombre de LT CD4" est presque
complete, 1’intégrité tissulaire des ganglions lymphatiques et du GALT est rétablie ou
faiblement altérée (Pandrea, Gautam, et al. 2007), D’activation immunitaire chronique et
I’épuisement progressif des réponses T sont tres faibles en comparaison d’un modele
d’infection progresseurs ou de I’infection VIH-1 chez I’homme. La normalisation rapide de
I’activation immunitaire constitue une différence marquante de ces modeles. Différents travaux
mettent en évidence l’interdépendance de plusieurs mécanismes cellulaires contribuant a
réguler fortement cet état d’activation et a maintenir une réponse antivirale efficace : une
prolifération cellulaire normale (Chakrabarti et al. 2000), une architecture des organes
lymphoides secondaires maintenue (Silvestri et al. 2003), un équilibre inflammatoire (Kornfeld
et al. 2005), I’induction rapide d’une réponse suppressive (Pereira et al. 2007; Estes et al. 2008).

A D’inverse, les singes asiatiques dits progresseurs sont sensibles a I’infection exogene
par les souches SIV de laboratoires. Les efforts de la recherche sur le VIH-1 se sont concentrés
sur les macaques a queue de cochon (Macaca nemestrina), les macaques rhésus (Macaca
mulatta) d’origine indienne et chinoise et les macaques cynomolgus (Macaca fascicularis).
L’infection SIV induit une infection pathogene persistante proche de celle observée par le VIH-

1 chez ’homme (Fauci and Desrosiers 1997), avec une progression vers le stade SIDA dont

64



I’évolution dépend de la souche virale (D. T. Evans and Silvestri 2013) et des especes : une
progression tres rapide (< a 6 mois) chez les macaques a queue de cocon (Klatt et al. 2012), une
progression rapide (6 mois a 1 an) pour les macaques rhésus indiens et un profil de progression
lente (> a 1 an) pour les macaques rhésus chinois et cynomolgus (Reimann et al. 2005).
Toutefois, la durée de la phase chronique n’atteint pas celle observée chez I’homme qui varie

de 5 a 12 ans chez les patients infectés par le VIH-1 ne recevant pas de traitement ART.

Pour expliquer les différences entre hotes naturels et non naturels, différents
mécanismes sont proposés. Les variants de la protéine Nef, présents dans les souches
endogenes, jouent un rdle dans la protection des hotes naturels au SIV. Ils induisent (i) la
régulation négative de 1I’expression du CD3 et du TCR et empéchent la formation de la synapse
immunologique, réduisant 1’activation, la mort cellulaire induite par 1’activation et I’induction
de PD1, (ii) la régulation négative du CMH-I, limitant 1’activation des LT CD8" et la lyse des
LT CD4" infectés (Kirchhoff and Silvestri 2008; Schindler et al. 2008; Joas et al. 2020). De
plus, la surexpression de facteurs de restriction a €té mis en évidence chez les singes africains
diminuant I’expression de CD4 et de CCRS et réduisant ainsi I’entrée du virus au sein des
cellules cibles (Beaumier et al. 2009; Paiardini et al. 2011; Pandrea, Apetrei, et al. 2007). Enfin,
les modalités de mise en place de la réponse innée sont différentes entre les deux modeles de
macaques et joueraient un role déterminant dans le controle de la maladie (Bosinger et al. 2009;
Jacquelin et al. 2009; Lederer et al. 2009). En particulier, I’arrét plus précoce de la réponse IFN-
I et de la production d’ISG associés jouerait un role dans le contrdle de I’activation immunitaire
et de ’inflammation en phase chronique chez les singes non progresseurs par rapport aux hotes

progresseurs (Jacquelin et al. 2009).
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c. La souris humanisée pour le systéme immunitaire

Comme pour le PNH, le principal moteur de développement de la souris HIS repose sur
I’acces a un modele animal avant les essais cliniques chez ’homme. On distingue classiquement
deux types d’humanisation: [’humanisation génétique et 1’humanisation cellulaire.
L’humanisation génétique pour des composants moléculaires implique des mutations
permettant 1’expression de génes humains et, par exemple, 1’étude et la validation d’une
stratégie thérapeutique ciblant la molécule humaine dont I’expression a ¢été induite.
Actuellement, grace a la technique de CRISPR-Cas9 qui agit comme ciseaux moléculaires,
I’humanisation génétique de plusieurs loci murins codant pour des composants du systéme
immunitaire est largement facilitée (Bournazos, DiLillo, and Ravetch 2014; Lute et al. 2005;
X. Chen et al. 2018). Toutefois, pour permettre une compréhension plus complete des
mécanismes pathologiques in vivo et faciliter les études précliniques, il est important d’utiliser
une approche d’humanisation cellulaire. Celle-ci repose sur la xénotransplantation de tissus
et/ou de CSH humaines au sein d’une souris immunodéficiente. Les modeles de souris HIS
existent depuis plus de 30 ans et ont largement bénéficié d’améliorations au cours du temps (J.
McCune et al. 1991; Leonard D. Shultz et al. 2012; R. Ito et al. 2012; R. Ito, Takahashi, and Ito
2018). La souris HIS dispose d’un systeme immunitaire chimérique humain/murin et repose sur
un équilibre fragile visant a empécher le développement de GvHD (graft versus host disease)
tout en reconstituant un systeme immunitaire humain fonctionnel. Au cours du temps, plusieurs
avancées révolutionnaires ont été possibles principalement grace a deux approches.
Premierement, en modifiant génétiquement la souris pour éliminer davantage les cellules
immunitaires murines et limiter leur influence, et deuxiemement, en affinant les stratégies
d’humanisation via I’implantation de tissus feetaux humains et/ou de CSH humaines, pour

atteindre un niveau satisfaisant de reconstitution immunitaire humaine dans les tissus
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lymphoides et non lymphoides, y compris les muqueuses. Les modeles de souris HIS montrent
désormais un fort potentiel pour 1’étude de I’infection par le VIH-1. Aujourd’hui, plus de 20

modeles HIS, chacun avec des caractéristiques propres, sont disponibles (Akkina et al. 2016).

Les nouvelles générations de souris HIS sont utilisées pour plusieurs raisons. Il s’agit
du seul modele animal permettant d’étudier directement I’infection par le VIH-1. Le systeme
immunitaire est partiellement humanisé et fonctionnel, et peut récapituler de nombreux
dysfonctionnements du systéme immunitaire notamment la déplétion des LT CD4" (Berges et
al. 2006), I’épuisement des réponses T (Brainard et al. 2009), I’activation immunitaire et
I’inflammation chronique (Long and Stoddart 2012). L’étude de la transmission du VIH-1 par
les muqueuses (Sun et al. 2007; Wahl et al. 2012), la pathogenese (Long and Stoddart 2012;
Berges et al. 2006; Dudek et al. 2012), la prévention (Neff et al. 2010; Paul W. Denton et al.
2010), les traitements (Joseph et al. 2010; Klein et al. 2012; Nischang et al. 2012; Dash et al.
2019) et la latence virale (P. W. Denton et al. 2012; S. K. Choudhary et al. 2012; Satheesan et
al. 2018; Llewellyn et al. 2019) peuvent étre étudiés. Notons en particulier, une dissémination
du virus mise en évidence dans le modele NSG (Arainga et al. 2016) et DRAG (J. Kim et al.
2017) au sein de différents tissus et notamment le cerveau, entrainant une neuro-inflammation
(Gorantla et al. 2010) décrite chez certains patients ; des voies de transmission semblables a
I’homme chez la souris BLT qui peut étre infectée par voie sanguine, rectale et vaginale (Berges
et al. 2008) ; un controdle efficace de la charge virale par traitement ART (Nischang et al. 2012)
et un rebond de la charge virale a son arrét révélant la présence de réservoirs viraux (P. W.
Denton et al. 2012). Enfin, le modele HIS est considérablement moins cher que les modeles
PNH.

Il est néanmoins important de considérer les limites du modele et de les reconnaitre. Il

s’agit d’un modele chimérique de cellules et de tissus ; le systtme immunitaire humain est
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partiellement reconstitué et les cellules non lymphoides et les tissus restent d’origine murine.
Malgré une réponse immunitaire robuste, un retard des réponses humorales (entre 6 et 12
semaines post-infection) et cellulaires (9 semaines post-infection) spécifiques a été observé
dans le modele BLT infecté par le VIH-1, par rapport au modele PNH infecté par le SIV et
I’homme par le VIH-1 (2 semaines post-infection) (Brainard et al. 2009), reflétant probablement
un défaut de la maturité du systeéme immunitaire humain pour ces souris. Les réponses
adaptatives doivent encore étre améliorées dans ces modeles, en particulier la réponse IgG (J.
Lang et al. 2013; Y. Watanabe et al. 2009). Enfin, la cinétique d’infection du VIH-1 chez la
souris HIS semble différente du SIV chez le macaque et du VIH-1 chez I’homme. En effet, le
pic de la charge virale est observé environ 2 semaines aprés 1’infection, mais se maintient
pendant plusieurs semaines avant de décliner, indiquant un retard dans le contrdle de la
réplication virale (Brainard et al. 2009; Llewellyn et al. 2019; Dash et al. 2011; Wahl et al.
2012). Les modeles de souris HIS et PNH ont le potentiel pour servir de modeles

complémentaires dans I’étude de I’infection VIH-1, avec leurs forces et leurs limites (Table 1).
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Primate non-humain Souris humanisée pour le systéme immunitaire

Avantages e Proximité génétique, anatomique, physiologique avec I’homme e Seul modéle animal sensible au VIH-1
e Similitude entre pathogenese SIV et VIH-1 e  Systéeme immunitaire humain fonctionnel
e Réponse immunitaire innée et adaptative proche de I'homme e Pathogenése proche: déplétion LT CD4*, épuisement, activation et
e Quantité importante de matériels biologiques inflammation chronigue

e Sensible a tous les ARV utilisés chez 'homme
e  Petit animal, relativement peu cher et facilement accessible

Limites e Insensible au VIH-1 mais SIV et virus apparentés (Env-SHIV, RT-SHIV)
e S|V differe génétiguement du VIH-1: gene Vpu absent, génétique du

Systéme immunitaire chimérique humain/murin
Certaines structures lymphoides fragilisées/absentes

CMH et TCR plus complexe e Délaides réponses T et B spécifiques
e Nombre de virus SIV limité avec une sensibilité différente e (Cinétique virale différente
e S|V naturellement résistant a de nombreux ARV approuvés par la FDA e  Maturation cellulaire 8 améliorer

(INNTI, certains IP et anti-CCR5) e Quantité limitée de matériels biologiques
e  Co(t, disponibilité, considérations éthiques

Similitudes e Etude de la transmission, pathogeneése, prévention, traitement et latence virale
e Souche virale, dose, voie d’infection, cinétique d’infection connues
e Approche multi-tissus et étude des réservoirs persistants
e Possibilité d’interventions a risques élevés (expériences invasives, euthanasies)
e Diversité des modele PNH ou souris HIS

Références PNH : (Gibbs et al. 2007; Van Rompay 2012; Yasutomi et al. 1993; Allen et al. 2000; X. Jin et al. 1999; Matano et al. 1998; Schmitz et al. 2003; C. J. Miller et
al. 2007) ; (Hatziioannou et al. 2009; Witvrouw et al. 2004; Parkin and Schapiro 2004; Giuffre et al. 2003; Vlasak and Ruprecht 2006; F. Wu et al. 2012;
Lopker et al. 2013; Watkins et al. 2008; Daza-Vamenta et al. 2004; Otting et al. 2005)
Souris HIS : (Berges et al. 2006; Sun et al. 2007; Y. Watanabe et al. 2009; Brainard et al. 2009; Shimizu et al. 2010; Paul W. Denton et al. 2010; Joseph et al.
2010; Neff et al. 2010; Billerbeck et al. 2011; P. W. Denton et al. 2012; Wahl et al. 2012; Dudek et al. 2012; Klein et al. 2012; Long and Stoddart 2012; B. E.
Palmer et al. 2013; J. Lang et al. 2013)

Table 1: Avantages, limites et similitudes des modéles de primates non-humains et de souris humanisées utilisés dans la recherche sur le
VIH-1
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2. Modéeles de souris humanisées pour le systéeme immunitaire

a. Les souris immunodéficientes

L’humanisation cellulaire nécessite 1’utilisation d’une souris immunodéficiente comme
receveur afin de bénéficier d’un environnement permissif a la xénotransplantation humaine.
Les souris « nude », caractérisées par une mutation du gene FoxN1 responsable d’anomalies du
développement du thymus, une déficience des LT et une perte de pilosité, ont été les premieres
utilisées (Flanagan 1966). Toutefois, la faible reproductibilité et efficacité de prise de greffe ont
conduit au développement d’autres modeles de souris immunodéficientes. La premiere étape
de développement de ces modeles repose sur la génération de souris totalement dépourvues en
LT et LB murins afin de limiter le rejet de greffe humaine. Pour cela, plusieurs stratégies ont
été menées de front a la fin des années 1980 et les souris immunodéficientes utilisées reposent

sur des modifications génétiques de plus en plus complexes (Figure 13) :

Souris CB17-scid + PBMC, Essor de nouveaux
cellules CD34* et tissus modelesHIS
foataux humains Souris NOD-Rag1-

I

Souris BRG, NSG, NOG Souris BRGSF
Souris BLT  Souris BRGS Souris BRGSF-A2

Souris NOD-scid B2m--
Souris NOD-scid

Souris CB17-scid

Souris Nude

T T T O T T T T O T N T T T O T T T T T T O |

| | | | I | |
Foxnl B.m Pkrdc Rag IL2Ry SIRPa Flk2

Figure 13 : Développement chronologique des modeles immunodéficients (Adaptée de
(Leonard D. Shultz, Ishikawa, and Greiner 2007)). Depuis les années 1980, plusieurs modeles de souris
immunodéficientes ont été développées grace a I’introduction de mutations génétiques (en rouge).
L’utilisation de ces modeles a permis la xénotransplantation humaine de PBMC, de CSH ou de tissus
feetaux humains pour permettre I’essor des modeles HIS depuis les années 2010.

1) La souris CB17-scid (severe combined immunodeficiency) (G. C. Bosma, Custer, and

Bosma 1983), mutée pour le géne prkdc (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit)
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impliqué dans les mécanismes de réparation de I’ADN dont la recombinaison des geénes du TCR
et du BCR. Cette souche qui est associée a un défaut de développement des LT et LB et une
sensibilité élevée a ’irradiation a représenté une étape clé dans le domaine de la souris HIS (M.
J. Bosma and Carroll 1991). Ces modeles scid sont capables de tolérer une xénogreffe de PBMC
(Mosier et al. 1988), de CSH (Lapidot et al. 1992) ou encore de tissus feetaux humains (J. M.
McCune et al. 1988) et ont donné les bases conceptuelles et techniques a I’humanisation. Ces
modeles ont d’abord servi a I’étude de I’infection par le VIH-1 (J. McCune et al. 1991).

i1) La souris BALB/c mutée pour les genes Rag-1 ou Rag-2 (Recombination-activating
gene), impliqués dans la recombinaison V(D)J des TCR et BCR. Ces souris sont caractérisées
par un blocage du développement et de la survie des LT et LB. La souris Rag2”" est plus utilisée
bien que les deux modeles existent (Mombaerts et al. 1992; Shinkai et al. 1992). A noter que
ces souris sont peu sensibles a I’irradiation, elles survivent jusqu’a 8 Gy contrairement aux
souris CB17-scid qui meurent des 4 Gy.
Cependant, ces deux modeles présentent un taux de cellules hématopoiétiques humaines
(hCD45%) faible et transitoire dans le temps, causé par la présence de cellules immunitaires
murines. La mutation scid est dite « fuyante » et conduit a 1’apparition de LT et LB murins
fonctionnels avec 1’age, en partie responsable de ces fragilités. Cette fuite s’explique dans de
nombreux cas par la capacité du processus de recombinaison V(D)J des souris CB17-scid a
former occasionnellement des jonctions V(D)J fonctionnelles (Hendrickson, Schlissel, and
Weaver 1990; Petrini, Carroll, and Bosma 1990; G. C. Bosma et al. 1988). L’absence de fuite
des modeles Ragl” et Rag2” est cohérente avec une mutation qui se limite uniquement au
processus de recombinaison V(D)J, contrairement a la mutation prkdc aux effets pléiotropes ne

ciblant pas spécifiquement le processus de recombinaison.
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Au début des années 1990, le développement continu de souris immunodéficientes plus
performantes pour la reconstitution de cellules hCD45" a conduit au croisement de souris
CB17-scid avec des souris de fond génétique NOD (Non Obese Diabetic) afin de bénéficier de
I’activité réduite des cellules NK, des macrophages et des voies du complément spécifique a ce
fond génétique (Kataoka et al. 1983). Les souris NOD.scid qui résultent de ce croisement,
présentent 5 a 10 fois plus de cellules hCD45" que les souris CB17-scid initiales (L D Shultz et
al. 1995; Hesselton et al. 1995). Cependant, ces souris HIS présentent une espérance de vie
réduite et meurent deés 15 semaines post-transplantation : les cellules immunitaires murines
résiduelles maintenaient une activité importante conduisant au rejet de la greffe humaine.
L’étape suivante a reposé sur la génération de souris déficientes pour le géne codant la chaine
vy commune du récepteur a I’'IL-2 (IL2Ryc), chaine partagée aux récepteurs a I’IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9, IL-15 et IL-21 (Disanto et al. 1995; Cao et al. 1995; Asao et al. 2001) permettant en plus
I’absence totale de cellules NK murines (Ishikawa et al. 2005; M. Ito et al. 2002; Traggiai et al.
2004). Cette étape a été décisive pour produire une nouvelle génération de modeles séverement
immunodéprimés, en associant la mutation scid ou Rag2” a la mutation IL-2Ryc. Ainsi, trois
modeles se sont principalement distingués : les souris NOG (NOD.Cg-Prkdc*d
IL2Ry™!5%¢/JicTac) (M. Ito et al. 2002), les souris NSG (NOD.Cg-Prkdc*“d IL2Ry™Wil/Sz])
(Leonard D. Shultz et al. 2005; Ishikawa et al. 2005) et les souris BRG (BALB/c Rag2tmlF wa
IL-2Ry™!Ce") (Traggiai et al. 2004). Ces souris présentent toutes une absence totale de LT, LB
et cellules NK associée a une activité réduite des macrophages et DC murines. A noter que la
délétion de la chaine y commune du récepteur a I’'IL-2 est différemment induite dans les
modeles ; elle est totale pour les souris NSG et partielle pour les souris NOG ou seule la queue
cytoplasmique est non-fonctionnelle. Egalement, la prise de greffe semble meilleure dans la

moelle osseuse des souris NSG par rapport aux souris NOG (McDermott et al. 2010).
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Le modele BRG restait toutefois moins tolérant a la greffe hématopoiétique humaine
par rapport aux souris NSG et NOG. Les travaux de Takenaka et al. en 2007 ont mis en évidence
I’implication de la protéine SIRPa (signal regulatory protein alpha) dans ce phénomeéne
(Takenaka et al. 2007; Takizawa and Manz 2007; van den Berg and van der Schoot 2008;
Legrand et al. 2011). Cette protéine est exprimée essentiellement par les macrophages mais
aussi par les DC, les granulocytes et les neurones, et induit un signal « don’t eat me » en
interagissant avec son ligand CD47 exprimé de facon ubiquitaire. L’interaction optimale
SIRPa/CD47 permet d’induire une tolérance phagocytaire. A la différence des souris NOG et
NSG, les souris BRG possedent des macrophages dont la protéine SIRPa murine ne reconnait
pas lamolécule CD47 humaine. En effet, le fond génétique NOD code pour un gene sirpo murin
dont le polymorphisme permet a la protéine de se lier au CD47 humain (Kwong et al. 2014).
Les macrophages murins tolerent alors mieux les cellules humaines dans les modeles NOG et
NSG. Ces découvertes ont permis d’améliorer le modele BRG, soit par la transduction du CD47
murin dans les cellules hCD45" avant la greffe, soit par la production de souris congéniques
pour I’alléle du géne SIRPa NOD ou humain. Ces souris dites BRGS (Balb/c Rag2™!™ -
2Ry™ICen SirpaNOP) présentent un taux de cellules hCD45" et une distribution proche des
modeles NSG et NOG (Legrand et al. 2011; Strowig et al. 2011) (Table 2). En outre, les souris
BRGS présentent certains avantages par rapport aux souris NSG/NOG : 1) une radiosensibilité
réduite déja observée dans le modele BRG (Gimeno et al. 2004; Traggiai et al. 2004), i1) un
thymus de taille supérieure (Legrand et al. 2011), ii1) un systéme du complément murin intact,
contrairement aux souris de fond génétique NOD pour lesquelles la voie C5 est défectueuse
(Baxter and Cooke 1993), iv) une durée de vie plus longue (> 1 an post-transplantation contre
4 a 6 mois pour les souris NSG/NOG) grace a I’absence de la mutation scid (Strowig et al.
2011), et v) ’accumulation de LT naives et une réduction de I’inflammation (Legrand et al.

2011).
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Modeéle Avantages Limites Références
Nude Athymique Forte activité des NK (Flanagan
(B6.Cg-Foxn1™) @ LT mature Immunité innée intacte 1966)

Pas/peu de prise de greffe hCD45*
CB17-scid @ LTetlLB Forte activité des NK (G. C.Bosma,
(C.BKa Igh®- Immunité innée intacte Custer, and
Prkdcs®/lcrSmn) Tres faible prise de greffe hCD45* Bosma 1983)
Fuite des LT et LB murins avec I'age
Radiosensible
Ragl et Rag2 @ LT et LB Faible activité des NK (Mombaerts
(C57BL/6- Radiorésistant Immunité innée intacte et al. 1992;
Ragqtmimom ou @ fuite du modele Trés faible prise de greffe hCD45* Shinkai et al.
Rag2tmifwa) 1992)
NOD-scid @ LT et LB Activité des NK présente (L D Shultz et
(NOD.CB17- Faible activité des NK Immunité innée résiduelle al. 1995)
Prkdcscd) N Immunité innée Défaillance du complément (C5)
\ Fuite du modele : 10% Faible espérance de vie (lymphomes
A Greffe hCD45* thymiques)
Radiosensible
NOG @ LT, LB, NK Défaillance du complément (C5) (M. Ito et al.
(NOD.Cg-Prkdc*®®  Immunité innée trés réduite @ CMH approprié pour sélection 2002)

IL2Ry'™5¥8/JicTac)

Tolérance macrophagique
Bonne greffe hCD45*
Durée de vie réduite (<6-9 mois)

thymique

@ Cytokines humaines spécifiques
au développement, maturation et
survie des cellules hCD45*

Faible réponse anticorps

Immunité innée résiduelle
Altérations ganglions lymphatiques
Radiosensible

NSG Similaire modele NOG, sauf chaine  Similaire modele NOG (Ishikawa et
(NOD.Cg-Prkdc*®d vy absente et non tronquée al. 2005)
IL2Ry!™IWil/S7)) Meilleure greffe hCD45* que NOG

BRG @ LT, LB, NK Similaire modéle NOG, NSG, excepté (Traggiai et
(Balb/c Rag2t™f¥a  |mmunité innée trés réduite @ tolérance macrophagique et al. 2004)

1L-2 thmngn)

BRGS

Systeme du complément intact
Bonne greffe hCD45*

Longue durée de vie (>1 an)
Radiorésistant

Similaire modéle BRG

greffe hCD45* réduite

Similaire modele NOG, NSG

(Legrand et

(Balb/c Rag2tmifwa  Greffe hCD45* similaire aux Similaire modéle BRG, excepté al. 2011;
[L-2Rytmicen modeles NOG, NSG tolérance macrophagique Strowig et al.
Sirpal©P) Tolérance macrophagique 2011)

A Taille du thymus par rapport aux
NOG, NSG, BRG

Table 2 : Avantages et limites des modeles de souris immunodéficientes utilisés pour
I’humanisation du systeme immunitaire.(Adaptée de (Leonard D. Shultz, Ishikawa, and Greiner
2007)). Plusieurs modeles de souris immunodéficientes ont été développés permettant in fine de
distinguer trois grands modeles adaptés a la xénotransplantation humaine de PBMC, CSH ou tissus
foetaux humains : les modeles NOG, NSG et BRG(S).
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b. Différentes stratégies d’humanisation

Sur la base des modeles immunodéficients précédemment décrits, trois stratégies
d’humanisation sont utilisées pour I’établissement d’un systeme immunitaire humain et
fonctionnel. Elles reposent sur I’injection de PBMC ou de CSH humaines CD34*, qui peut étre

associée a ’implantation par microchirurgie de tissus feetaux (Figure 14).

Modéle Hu-PBL Modéle Hu-SRC
S Cellules CD34*

PBMC CSH
humains mobilisées i.p.iv.

Moelle Irradiation
osseuse

Homme

Foie
foetal
Sangde

: "\ Souris
<J Corg,?,” | HiS
: ~" ombilica
5‘::;'5 Souris

nouveau-né
Modele BLT

Irradiation / Q

A\ B

Irradiation

Thymus
Capsule .( a foe\{al

sous-rénale

Ny

Souris
HIS

i.v.
Cellules CD34~

Figure 14 : Stratégies d’humanisation cellulaire des modéles immunodéficients (D apres
(De La Rochere et al. 2018)). Trois stratégies d’humanisation cellulaire existent : i) I’injection de PBMC
par voie intraveineuse (i.v) ou intrapéritonéale (i.p) chez une souris adulte immunodéficiente (modele
Hu-PBL-scid), ii) I’injection de CSH CD34* provenant de sang mobilisé par G-CSF, de sang de cordon
ombilical, de moelle osseuse ou de foie feetal par voie i.v, i.p ou intrafémorale (i.f) chez une souris
immunodéficiente nouvellement-née ou adulte, apres conditionnement par irradiation sublétale (modele
Hu-SRC-scid), iii) I’implantation par microchirurgie de tissus feetaux sous la capsule rénale d’une souris
immunodéficiente irradiée et injectée en cellules CD34* de foie feetal autologue (modele BLT).

75



- Modele Hu-PBL a partir de PBMC :

Il s’agit du modele d’humanisation cellulaire le plus simple et économique. Le modele
Hu-PBL est basé sur I’injection de leucocytes de sang périphériques (PBL) déja différenciés au
sein d’une souris immunodéficiente receveuse. L’équipe de Mosier en 1988 a été la premiere a
générer des souris hu-PBL en injectant des PBMC a des souris CB17-scid afin d’étudier
I’infection par le VIH-1 (Mosier et al. 1988). Les leucocytes matures peuvent étre isolés a partir
du sang (PBMC), de la rate ou des ganglions lymphatiques, et injectés par voie intra-péritonéale
(i.p), intra-veineuse (i.v) ou intra-splénique (i.s) au sein de souris adultes. Le protocole le plus
simple consiste toutefois a les isoler a partir du sang et les injecter par voie i.v ; celle-ci permet
une reconstitution en cellules hCD45" satisfaisante (M. King et al. 2008).

Ce modele présente un taux de reconstitution particulierement précoce (3 a 5 jours apres
la greffe). Elle est de ’ordre de 50% dans le sang pour une souris NSG, 4 semaines apres
I’injection d’environ 20.10° PBMC humain. A noter qu’environ 80 a 95% sont des cellules
CD3*CD45RO™ montrant ainsi un phénotype mémoire activé (Ali et al. 2012; M. King et al.
2008). Dans le sang, le ratio hCD4/hCD8 est proche de 2, en revanche le pourcentage de cellules
myéloides humaines est tres faible, certainement a cause du manque de cytokines humaines
nécessaire a leur survie, leur développement et leur maturation (Rongvaux et al. 2013). A partir
de la quatrieme semaine qui suit la greffe, il est possible de détecter des cellules hCD45" au
sein de certains tissus (rate, foie, ganglions lymphatiques) (K. C. Kim et al. 2016).

La limitation majeure de ce modele est le développement inexorable d’une GVHD tres
rapidement apres la greffe (4 a 6 semaines). Les cellules hCD45" greffées et en particulier les
LT réagissent contre les cellules exprimant le CMH de classe I et de classe II murines (M. A.
et al King 2009). Alors que certains travaux mettent en évidence une corrélation entre le taux
de reconstitution de LT humains et I’apparition d’une GvHD, d’autres détaillent le role des LT

CD4* dans I’induction de cette maladie (Sanmamed et al. 2015). En raison de leur réactivité
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vis-a-vis de I’hdte et de leur capacité de prolifération, ces résultats expliquent notamment que
la sous-population qui persiste chez I’hdte est constituée tres largement de LT. Ce modele
présente ainsi une fenétre expérimentale limitée (< 6 semaines) apres la greffe (M. A. et al King
2009). Au sein de la suspension de PBMC injectés, quelques CSH sont présentes mais ne
parviennent pas a coloniser la souris receveuse, en raison d un microenvironnement inapproprié
pour leur survie et leur différenciation (Tary-Lehmann, Saxon, and Lehmann 1995). L’injection
de CSH a par la suite nettement amélioré la reconstitution immunitaire humaine (Péault et al.

1991).

- Modele Hu-SRC a partir de cellules souches CD34" :

Ce second modele, initialement appelé Hu-SRC-scid pour cellules humaines repeuplant
les souris scid (Scid-Repopulating Cell), repose sur I’injection de CSH humaines CD34* au sein
de souris immunodéficientes nouvellement nées ou adultes. Le succes de cette stratégie est tres
variable selon la source de CSH, la voie d’infection, la souche et le sexe de la souris hote. En
amont, il est nécessaire de créer un microenvironnement favorable réduisant le nombre de CSH
murines afin de favoriser la prise de greffe des CSH humaines. Pour cela, une irradiation
sublétale des souris immunodéficientes receveuses est classiquement réalisée. Des alternatives
existent cependant; 1’utilisation d’un agent chimiothérapeutique comme le busulfan
(Hayakawa et al. 2009; Kang et al. 2016; Robert-Richard et al. 2006) ou I’anticorps ACK2
(Czechowicz et al. 2007; Gonzalez, Strbo, and Podack 2013) bloquant la fonction du récepteur
c-kit conduisant a la déplétion sélective des cellules progénitrices murines et ainsi I’élimination
transitoire des CSH murines. Il existe aussi des approches génétiques ; les souris NSG-W41
présentent une mutation pour le géne c-kit (Cosgun et al. 2014; Mclntosh et al. 2015). La source
de CSH CD34* peut provenir de sang de cordon ombilical humain (Brehm et al. 2010), de sang

apres mobilisation des cellules souches avec du G-CSF (Granulocyte-colony stimulating factor)

77



(Leonard D. Shultz et al. 2005), de moelle osseuse adulte (Holyoake, Nicolini, and Eaves 1999)
ou encore de tissus feetaux (Lepus et al. 2009). Actuellement, le sang de cordon ombilical
humain est la source de CSH CD34" la plus accessible et présente une efficacité importante de
prise de greffe. Les cellules CD34" peuvent étre injectées par voie intrapéritonéale,
intraveineuse, intracardiaque ou intrahépatique chez le nouveau-né (entre 2 a 5 jours de vie) ou
par voie intraveineuse, intrafémorale ou intrasplénique chez la souris adulte. A noter que la voie
intrahépatique chez le nouveau-né est favorisée puisqu’il représente un site majeur de
I’hématopoiese durant les premiers jours de vie des animaux (M. Ito et al. 2002; Traggiai et al.
2004) et qu’il s’agit d’un protocole facile avec une vue par transparence du foie chez le
nouveau-né. Des travaux ont toutefois rapporté que la voie d’injection chez le nouveau-né et
I’adulte n’influence pas les résultats sur le taux de reconstitution en cellules hCD45" (Brehm et
al. 2010; Werner-klein et al. 2014). Par contre, il est désormais évident que la
xénotransplantation chez la souris nouveau-née ou jeune (< 4 semaines) assure une meilleure
efficacité de la prise de greffe en comparaison a des souris adultes (6-12 semaines) (Traggiai et
al. 2004; Ishikawa et al. 2005; Brehm et al. 2010). Ces observations pourraient s’expliquer par
une involution thymique chez 1’adulte responsable d’un défaut de développement des LT et/ou
par un systeme immunitaire inné peu actif chez le nouveau-né favorable aux LT humains. Enfin,
les souris femelles semblent présenter un taux de reconstitution hCD45" supérieur et plus
durable par rapport aux males (McDermott et al. 2010; Notta, Doulatov, and Dick 2010;
Labarthe et al. 2020) avec en particulier une proportion de LT naifs plus élevée alors que les
males présentent un phénotype mémoire activé plus important (Volk et al. 2016). Ces résultats
refletent potentiellement 1’effet des hormones sexuelles murines sur la reconstitution
immunitaire humaine. Ils mettent en avant une qualité des réponses immunitaires différente
selon le sexe, comme décrit chez I’homme (Taneja 2018), et soulignent la nécessite d’analyser

séparément les souris des deux sexes.
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Dans ce modele, le taux de reconstitution en cellules hCD45* est important et toutes les
lignées hématopoiétiques humaines se développent incluant les LT, LB, cellules NK, DC,
monocytes, macrophages, granulocytes, érythrocytes et plaquettes, a différents degrés (M. Ito
et al. 2002; Traggiai et al. 2004; Ishikawa et al. 2005; Legrand et al. 2011; Strowig et al. 2011).
Bien que le syst¢eme immunitaire humain soit fonctionnel et plus performant que le modele Hu-
PBL, les limites du modele Hu-SRC restent multiples. Plusieurs travaux basés sur la
caractérisation des populations lymphoides ont rapporté que la majorité des LT humains sont
des cellules mémoires CD45RACD27" (André et al. 2010; Ali et al. 2012; Nie et al. 2009), la
majorité des LB sont immatures (Y. Watanabe et al. 2009; J. Lang et al. 2013) et que les cellules
NK sont défaillantes (phénotype hyperactivé avec une sous-expression des récepteurs KIR)
(André et al. 2010). De plus, il semble que la fonctionnalité des LT humains en réponse a des
antigenes spécifiques soit discutée (Traggiai et al. 2004; Yajima et al. 2009; Y. Watanabe et al.
2009). Le compartiment myéloide humain est également altéré avec la présence de monocytes
immatures (Gille et al. 2012). Enfin, I’éducation des LT humains se fait dans un thymus murin
par reconnaissance d’un complexe CMH/peptide restreint aux molécules murines du CMH, ce
qui entraine une sélection thymique sur la base d’une interaction différente de celle proposée

en périphérie par les CPA humaines. Cette limitation sera détaillée en partie I1I.3.a.

- Modele BLT a partir de cellules souches CD34* et de tissus foetaux :

Le modele BLT pour « Bone marrow-Liver-Thymus » nécessite également un
conditionnement de 1’animal par irradiation sublétale et 1’utilisation de CSH CD34", ici associé
en amont a la transplantation de fragments de foie et de thymus feetaux humains au niveau de
la capsule sous-rénale de souris NOG ou NSG adultes (Wege et al. 2008; Melkus et al. 2006;
Lan et al. 2006). Dans ce contexte, il s’agit de CSH CD34* autologues, provenant du méme foie

feetal, injectées par voie intraveineuse. L’article fondateur de McCune (J. M. McCune et al.
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1988) a donné les bases conceptuelles et techniques pour une reconstitution stable des cellules
hCD45" dans ce modele (Namikawa et al. 1990; J. McCune et al. 1991). Cette premiére
génération de souris a permis d’étudier certaines problématiques clés relatives a la pathogénese
du VIH-1 et au développement de stratégies thérapeutiques (Joseph M. McCune et al. 1990;
Aldrovandi et al. 1993; Stanley et al. 1993). Ce modele présente une reconstitution a long terme
et multi-lignées du systeéme hématopoiétique humain (LT, LB, cellules NK, DC, monocytes,
macrophages, granulocytes, érythrocytes et plaquettes) retrouvée dans les organes lymphoides
et de nombreux tissus : thymus humain et murin, moelle osseuse, rate, ganglions lymphatiques,
foie, poumon, intestin, appareil reproducteur féminin (Melkus et al. 2006; Brainard et al. 2009;
Kitchen et al. 2012; Sun et al. 2007; Deruaz and Luster 2013; P W Denton et al. 2012). Les
réponses T spécifiques de I’antigene sont plus performantes par rapport aux autres modeles
(Dudek et al. 2012). Rapidement, le modele BLT est devenu le modele HIS phare pour
notamment €tudier la transmission du VIH-1 par les muqueuses. Dans ce modele, les LT
peuvent étre éduquées au sein d’un tissu thymique humain autologue.

Ce modele plus performant reste toutefois moins accessible du fait d’un protocole lourd
et couteux qui nécessite une expertise en microchirurgie et un acces aux tissus feetaux humains.
Ces derniers sont difficiles a obtenir en raison des restrictions sur les procédures d’avortement
et des considérations éthiques, variables selon les pays. De plus, ce modele reste sujet au
développement d’une GvHD environ 6 mois apres la greffe ce qui peut limiter 'utilité du
modele pour des études impliquant des pathologiques chroniques (Rongvaux et al. 2013). La
modification génétique IL2Ry™! limite également dans ce modele le développement de tissus
lymphoides secondaires (Nochi et al. 2013). Bien qu’elles présentent un nombre important de
LB humains, I’incapacité des souris BLT comme les autres mode¢les, a développer des niveaux
¢élevés d’anticorps IgG reste une limitation importante. Plusieurs études ont démontré que cette

population est majoritairement composée de LB immatures (pro/prématures, immatures et
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transitoires) et d’'un nombre réduit de cellules mémoires qui restent peu fonctionnelles (Biswas

et al. 2011; Martinez-Torres et al. 2014; Villaudy et al. 2014).

Ainsi, les stratégies d’humanisation du systéme immunitaire restent imparfaites. Les
populations immunitaires humaines se développent de manieres variables en raison de la
réactivité au sein de la souris receveuse, un environnement dépourvu de cytokines humaines,
entrainant probablement une activation non spécifique et un dysfonctionnement des réponses

immunitaires.

3. Vers de nouveaux avancements en souris humanisées

a. Développements progressifs et continus des modeles humanisés

Les trois modeles conventionnels NSG, NOG, BRG ont donné des bases déterminantes
pour le développement de modeles dérivés plus performants a partir des années 2010 (Table
3). La plupart des limites citées sont le résultat du manque de réactivité croisée entre les facteurs
murins et les cellules humaines transplantées. Des axes d’améliorations ont été possibles grace
a Dexpression ou l’injection de cytokines et/ou de facteurs de croissance humains, la

manipulation génétique des molécules de CMH de classe I ou II, ou des deux en combinaison.

- Développement du compartiment myéloide :

Une des limitations importantes des modeles HIS est la persistance d’un compartiment
myéloide chimérique murin/humain entrainant nécessairement des conséquences fonctionnelles
sur la réponse adaptative. Plusieurs équipes ont tenté de générer des modeles favorisant le

développement de ce compartiment. Par exemple, le modele de souris NSG-W41 muté pour le

81



gene c-kit, ne nécessitant pas d’irradiation préalable, présente un meilleur développement
myéloide. En effet, 1a mutation du gene c-kit réduit le maintien et la différenciation des CSH
murines permettant ainsi une compétition plus favorable de la niche pour les CSH humaines
(Cosgun et al. 2014; Mclntosh et al. 2015).

Les DC humaines sont sous-représentées alors méme qu’elles jouent un role essentiel
dans la coordination entre la réponse immunitaire innée et adaptative. En particulier, la
signalisation FIt3 (Fms-like tyrosine kinase 3) aussi appelée Flk2 (fetal liver kinase-2) est
décrite dans le développement des cDC et pDC chez ’homme et la souris. Des résultats
encourageants ont mis en évidence un nombre de monocytes/macrophages et de DC humains
augmentés et une maturation améliorée (Yan Li et al. 2016) a la suite d’injections
hydrodynamiques de plasmides codant pour 1’hIL-4, hGM-CSF (granulocyte macrophage
colony-stimulating factor), et hFLT3L ou hM-CSF (macrophage colony-stimulating factor) (Q.
Chen, Khoury, and Chen 2009; Guimond et al. 2010). La mutation du gene flk2 a permis de
concevoir un modele robuste appelé BRGSF (Balb/c Rag2X© IL2rgcX Sirpa™°P F1k2X©) dans
lequel la forme murine de Flt3 est invalidée, et qui supporte une densité de monocytes et de DC
humains plus importante par rapport aux souches BRG et BRGS initiales et, a de plus permis
I’étude des ILC (innate lymphoid cells) humaines (Lopez-Lastra et al. 2017).

Une autre approche est basée sur la conception de souris transgéniques pour le hSCF
(stem cell factor), hGM-CSF, I’hIL-3, la hTPO (thrombopoiétine) ou le Sirpo humain dans
différentes souches de souris immunodéficientes. Notons par exemple la souris NSG-SGM3,
transgénique pour les genes codants le hSCF, le hGM-CSF et I’hIL-3 (Wunderlich et al. 2010;
Billerbeck et al. 2011), les souris NOG IL-3/GM-Tg et hIL-3/GM-CSF KI, transgéniques pour
le hGM-CSF et I’hIL3 de fagon ubiquitaire, respectivement dans le fond NOG (R. Ito et al.
2013) et BRG (Willinger et al. 2011). Le modele NOG IL-3/GM-Tg présente en plus un

nombre de basophiles et mastocytes matures nettement augmenté et représente d’ailleurs le

82



premier modele HIS permettant I’étude des réponses allergiques. Un autre modele récent appelé
souris MISTRG permet une meilleure prise de greffe, méme sans irradiation préalable, un
meilleur développement des cellules myéloides avec une différenciation augmentée des
monocytes, macrophages et DC, et une densité plus importante en cellules NK. Ce sont les
conséquences d’un environnement cytokinique plus favorable. Ces souris ont été générées a
partir d’une souris BRG exprimant la hTPO qui a ensuite été modifiée pour exprimer le Sirpa
humain, I’hIL-3 et le hM-CSF aboutissant aux souris MISTRG (M-CSF, IL-3, Sirpa, TPO,
Rag2”, IL-2ryc”) (Rongvaux et al. 2011; 2014). En revanche, ces souris développent une
anémie qui peut étre fatale du fait d’une phagocytose des macrophages humains envers les
érythrocytes murins et d’une érythropoiese humaine peu efficace en parallele. Leur durée de

vie est réduite et la greffe semble diminuer trois a quatre mois apres la transplantation.

- Développement du compartiment lymphoide :

La thymopoiese humaine ressemble a celle observée au sein des souris NSG, NOG et
BRG. Pour rappel, les LT CD4" reconnaissent le CMH de classe II alors que les LT CD8"
reconnaissent le CMH de classe I. Chez I’homme, les molécules du CMH-I sont codées par les
genes hla-a, hla-b et hla-c tandis que les molécules du CMH-II sont codées par les genes hla-
dp, hla-dq et hla-dr. Bien que la transplantation de CSH chez les souris hotes soit le processus
le plus simple, une limitation importante de ces modeles concerne la restriction au CMH. Dans
les modeles HIS, I’éducation des cellules humaines se fait dans un thymus murin par
reconnaissance d’épitopes présentés par les molécules de classe I et II murines. Ce biais de
reconnaissance pourrait entrainer un dysfonctionnement des réponses T humaines. Pour
contourner ce biais, différentes approches se sont basées sur la manipulation génétique du
CMH. Les souris NSG-B2m™ ont été les premiéres développées sur cette stratégie (Christianson

et al. 1997; M. A. et al King 2009). Plus récemment, les souris NOG-dKO (NOG- Iab”, B2m"
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/- double knockout) déficientes en CMH de classe I et II ont montré peu de signes de GVHD
apres 1’administration de PBMC humains, et des réponses T et B spécifiques de 1’antigéne
(Yaguchi et al. 2018). La discordance entre les CMH murins et humains, en plus d’induire une
GVvHD, semble entrainer un dysfonctionnement des réponses T. De fagon intéressante,
I’injection de CSH au sein de souris NSG-HLA-A2M"HP 3 permis le développement de LT
fonctionnels restreints au HLA (Leonard D. Shultz et al. 2010). Les thymocytes humains
recoivent ainsi une éducation thymique en présence de cellules murines exprimant le transgene
HLA-A2 humain. Dans ce contexte, des études ont rapporté une activité cytotoxique T CD8*
spécifique a la suite d’une infection au virus Epstein-Barr (EBV) (Strowig et al. 2009; Leonard
D. Shultz et al. 2010). Cette méme stratégie dans le fond BALB/c a permis le développement
des souris BRGS-A2 et BRGSF-A2 (Masse-Ranson et al. 2019; Labarthe et al. 2020). De plus,
la transplantation de CSH appariées dans des souris NSG transgéniques pour la molécule HLA-
DR4 de classe 11 permet une forte reconstitution en LT et LB. Plus particulierement, ces souris
sont capables de produire toutes les classes d’immunoglobulines spécifiques lors d’une
vaccination, soulignant le role essentiel des molécules de classe 1I dans le développement de
LT fonctionnels capables de garantir la commutation de classe (Danner et al. 2011; Suzuki et
al. 2012). De plus, le développement des LT CD4" et CD8" semble accéléré chez les souris
BRGS-A2/DR2 et le ratio LT/LB dans les organes lymphoides secondaires est plus représentatif
des données humaines. La présence des molécules humaines HLA de classe I et II participe a
une homéostasie plus stable et une fonctionnalité des LT et LB spécifiques plus performante
par rapport au modele BRGS (Masse-Ranson et al. 2019). Enfin, un modele récent appelé
HUMAMICE (HLA-2** DR1** H-2-82m™ Iap” Rag2” IL2Ryc” perf”’") combine 2 la fois une
déficience en CMH classe I et II murin associ€e a une expression transgénique de HLA de
classe I et II (Y. Zeng et al. 2017). L’injection de PBMC HLA appariés permet la mise en place

d’un systéme immunitaire notamment capable de produire des anticorps. De plus, ces souris ne
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présentent aucune activité cytolytique résiduelle murine due a la délétion de la perforine. A
noter que la génération de souris HUMAMICE porteur du SIRPa humain ou de fond NOD
pourrait étre encore une amélioration de ce modele avec une prise de greffe plus optimale.
Malgré ces progres, 1’éducation thymique dans le modéle HIS est toujours largement discutée
aujourd’hui. La sélection thymique implique des types cellulaires différents au cours des phases
de sélection négative et positive : les cellules épithéliales thymiques jouent un rdle crucial dans
ces étapes. C’est cette observation qui a conduit a développer des modeles de type BLT.
Néanmoins, les résultats récents montrent d’une part que les thymocytes humains présentent un
comportement similaire dans les environnements thymiques de la souris et de I’homme (Halkias
etal. 2015) et que d’autres part, les cellules dérivées des CSH participent a la sélection thymique
(Yang Li et al. 2019), y compris les thymocytes (E. Y. Choi et al. 1997; Melichar et al. 2015)
et les LB (Frommer and Waisman 2010). Ces observations suggerent que I’expression de
transgenes humains de classe I ou de classe II sur les cellules épithéliales thymiques ne serait
peut-€tre pas strictement indispensable. En conclusion, un chimérisme sur la restriction du
CMH, dont les conséquences restent a évaluer, peut exister. La présentation antigénique peut
étre assurée dans le thymus et la périphérie via : 1) le HLA humain transgénique exprimé par
les cellules murines, ii) le HLA humain du donneur, pouvant étre discordant avec le HLA
humain transgénique, et ii1) le CMH endogene de la souris pour les animaux encore compétents

pour I’expression des CMH de classe I et II murins.

Enfin, de nombreux travaux ont permis d’explorer et d’optimiser les réponses NK. Tout
d’abord, les développements réalisés pour améliorer I’humanisation du compartiment
myéloide, et plus particuliecrement des DC, a entrainé de nombreux effets positifs au sein du
compartiment lymphoide. C’est le cas des souris BRGSF qui voient leurs nombres de cellules

NK et T humaines augmenter et des souris NSG-SGM3 qui présentent une proportion de LT
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régulateurs CD4* FoxP3* plus importante. Par la suite, d’autres approches ont consisté a injecter
de I’hIL-2 et/ou I’hIL-15 qui, de facon intéressante, a augmenté le nombre de cellules NK
(Pilipow et al. 2015). L’étape suivante a été le développement de la souris NOG-IL2 Tg qui
exprime I’hIL-2 favorisant les cellules NK humaines (Katano et al. 2015). Une autre stratégie
peut étre I’injection d’IL-15/IL-15Ra qui améliore encore la différenciation des cellules NK
(Guimond et al. 2010; Huntington et al. 2009). En outre, les souris MISTRG, caractérisées par
une meilleure reconstitution en cellules myéloides humaines, produisent, de fait, une plus
grande quantité d’hIL-15 ce qui est favorable a la reconstitution en cellules NK (Katano et al.
2015). Ces travaux ont ensuite donné lieu a la génération d’une souris appelée SRG-15 de facon
a éviter ’anémie sévere des souris MISTRG. La souris SRG-15 est générée a partir d une souris
BRG exprimant le SIRPa humain et I’hIL-15, et présente une amélioration fonctionnelle des
cellules NK mais également des LT CDS8™ et des ILC dans les tissus (Herndler-Brandstetter et
al. 2017). Enfin, un modele alternatif appelé NOG-IL-15 Tg a été généré et permet une
reconstitution de cellules NK a long terme, 3 mois contre 2 semaines chez les souris NOG

initiales (Katano et al. 2017).

- Développement des érythrocytes et des plaquettes humaines :

L’érythropoiese et la thrombopoiése sont possibles a partir d’'une CSH qui se différencie
respectivement en érythroblastes grace a I’érythropoiétine (EPO) ou en mégacaryocyte grace a
la thrombopoiétine (TPO). Ces deux mécanismes sont sous-optimaux dans les modeles HIS.
De facon intéressante, il a été rapporté que les souris NSG-W41 montrent un développement
des érythrocytes et plaquettes humaines plus important par rapport aux souris NSG (Rahmig et
al. 2016). Nous pouvons également citer les travaux de Chen et al, qui mettent en évidence une
augmentation significative de la fraction d’érythrocytes apres injection de plasmides codants

pour I’hIL-3 et I’hEPO au sein de souris NSG HIS (Q. Chen, Khoury, and Chen 2009).
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- Optimisation des stratégies d’humanisation :

Une critique importante des modeles HIS repose sur la capacité a générer de grandes
cohortes d’animaux homoggnes et présentant un chimérisme robuste 2 long terme. A cet égard,
les modeles HIS nécessitant des greffes de tissus feetaux combinées a 1’injection de CSH restent
techniquement difficiles. Le modele Neo-Thy offre une alternative intéressante a la greffe de
thymus feetaux en proposant la transplantation de fragments de thymus humain non feetaux
associés a des CSH de sang de cordon ombilical (Brown et al. 2018). Ce modele permet de
produire un large nombre d’animaux : I’acces aux thymus humains non fcetaux, obtenus lors
d’une chirurgie cardiaque néonatale, permet de greffer plus de 40 souris avec le méme tissu, et
la source de CSH peut ne pas étre autologue. Bien que le thymus murin soit encore fonctionnel,
ce modele offre un environnement thymique humain et peut constituer un outil intéressant,

notamment pour les études sur la tolérance centrale et périphérique.

- GvHD:

Une autre limitation communément décrite pour le modele BLT est le développement
progressif d’'une GvHD. Une alternative a été la génération de souris TKO-BLT (C57BL/6
Rag2” IL2Ryc” CD477) (Lavender et al. 2013) capable d’induire une tolérance aux CSH
humaines transplantées sans signe de GVHD jusqu’a 45 semaines post-transplantation. Il s’ agit
d’un progres notable pour le modele, permettant désormais 1’étude de pathologies chroniques
et de traitements associés. A noter que ces souris développent des tissus lymphoides tels que
des ganglions lymphatiques mésentériques, des follicules spléniques et des GALT, fortement
reconstitués en cellules hCD45" et sont capables de mettre en place des réponses T et B

spécifiques du VIH-1 (Lavender et al. 2018).
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- Absence de structures ganglionnaires :

Au contraire, les autres modeles NOG, NSG, BRG et dérivés n’ont pas/peu de ganglions
lymphatiques. Les bénéfices d’une déficience de I'IL2Ryc™" entraine en contrepartie le manque
de structures ganglionnaires ce qui limite les interactions cellulaires qui sont a la base de
I’orchestration de la réponse immunitaire. Cette limitation majeure a été récemment abordée en
imposant la génération de ganglions lymphatiques par 1’expression ectopique de la cytokine
TSLP (Thymic stromal lymphopoietin) (Yan Li et al. 2018). Les souris BRGST résultantes ont
développé des ganglions lymphatiques compartimentés en zones LT et LB, un thymus murin
de plus grande taille, des LB matures et des Tth productrices d’IL-21, ainsi que des réponses T
et B spécifiques plus performantes par rapport aux souris BRGS. Ces résultats constituent un

axe d’amélioration encourageant.

- Flore intestinale différente :

Une autre interrogation concernant les souris HIS repose sur la flore intestinale. En effet,
le microbiote joue un role fondamental sur le systeme immunitaire de ’h6te (Belkaid and Hand
2014) et sur D’efficacité des immunothérapies (Routy et al. 2018). D’une fagon générale, le
microbiote intestinal de ’homme et de la souris est dominé par deux grandes familles.
Toutefois, en explorant les classifications taxonomiques, 85% des genres bactériens trouvés
dans le microbiote intestinal des souris ne sont pas présents chez I’homme (Nguyen et al. 2015).
Ces disparités importantes peuvent €tre causées par les différences intrinseéques entre ces deux
mammifeéres mais aussi a divers facteurs tels que le régime alimentaire et I’exposition aux
agents pathogenes. Les souris HIS n’échappent pas a ces différences ; il est alors 1égitime de
s’interroger sur les relations symbiotiques entre le systeme immunitaire chimérique et la flore
intestinale murine des modeles HIS. Tres peu de données sont disponibles sur cet aspect,

toutefois certaines tentatives pour établir une flore spécifique a I’homme chez les animaux HIS
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commencent a émerger pour augmenter encore la fidélité des modeles et faciliter les études

translationnelles basées sur ces stratégies thérapeutiques (Daharsh et al. 2019).

Ainsi, le choix d’un modéle de souris HIS reste une étape difficile du fait des limites
intrinseques de chaque modele. Les modele HIS sont néanmoins en constante évolution pour

corriger les défauts majeurs encore identifiés. Etape par étape, les verrous sont levés et les

modeles les plus récents proposent des améliorations significatives.

Modeles Améliorations Impacts Références
NSG-W41 c-Kit™ A compartiment myéloide (Rahmig et al.
(NSG) A érythropoiése et thrombopoiése 2016; Cosgun et

@ irradiation sublétale al. 2014)
NSG-SGM3 SCF", GM-CSFh, IL-3" A différenciation des macrophages et DC (Billerbeck et al.
(NSG) A granulopoiese (neutrophiles) 2011; P. H. Miller

Faible réponse anticorps

etal. 2013)

NOG IL-3/GM-Tg GM-CSF", IL-3" A différenciation des macrophages et DC (R. Ito et al. 2013)
(NOG)
hIL-3 hGM-CSFKI ~ GM-CSF", IL-3" A différenciation des macrophages et DC (Willinger et al.
(BRG) Présence de macrophages alvéolaires 2011)
humains
MISTRG GM-CSF", IL-3", M- A différenciation des macrophages et DC (Rongvaux et al.
(BRG) CSF", TPO", SirpaNoP 7 nombre de NK 2017)
Anémie sévere
Faible réponse anticorps
NSG B2m™ p2m7m N GvHD (M. A. et al King
(NSG) 2009)
NOG-dKO l-ab”™, B2m7™ N GvHD (Yaguchi et al.
(NOG) A réponse T et B spécifique 2018)
NSG HLA-A2 HLA-A2HHD 7 développement LT restreint au HLA (Leonard D. Shultz
(NSG) A réponse T cytotoxique restreint au HLA et al. 2010)
Peu de cellules myéloides
Faible réponse anticorps
BRGSF-A2 FLT3™, HLA-A2HHD 7 nombre DC et monocytes (Yan Li et al. 2016;
(BRG) Permet I'étude des ILC Lopez-Lastra et al.
A accumulation, développement et 2017; Labarthe et
fonctionnalité des LT al. 2020)
NSG HLA-DR HLA-DR4" A réponse B via commutation de classe (Suzuki et al.
(NOG) l-ab’™ isotypique 2012)
BRGS-A2/DR2 HLA-A2M" HLA-DR2" A accumulation, développement et (Masse-Ranson et
fonctionnalité des LT al. 2019)
A réponse T et B spécifiques
HUMAMICE HLA-2*/*h DR1**" H-2- N GvHD (Y. Zeng et al.
(C57BL/6) R2m7™ [ap”™ Rag2”’™ A réponse T et B spécifique 2017)
IL2Ryc”™ perf/™
NOG-IL2 tg [L-2" 7/ nombre, maturation et fonctionnalité (Katano et al.
(NOG) des NK 2015)
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SRG-15 IL-15", Sirpa” 2 nombre de NK circulants et résidant dans  (Herndler-
(BRG) les tissus Brandstetter et al.
2017)

IL-15 NOG IL-15" A nombre de NK circulants et résidant dans  (Katano et al.
(NOG) les tissus 2017)

A ADCC
Neo-Thy Transplantation A taille d’une cohorte souris HIS issue d’'un  (Brown et al.
(NSG) thymus humain non méme thymus humain 2018)

foetal Source CSH CD34* autologue ou non

A éducation thymique humaine
TKO-BLT Rag2”/™  IL2Ryc’™, @ GvHD (<45 semaines) (Lavender et al.
(C57BL/6) CcD47/m Développement ganglions Ilymphatiques, 2013)

follicules spléniques, GALT

Systeme du complément intact

A réponse T et B spécifiques

Difficultés pratiques et éthiques
BRGST TSLPh Développement de ganglions lymphatiques  (Yan Li et al. 2018)
(BRG) A taille thymus

A réponse T et B

A développement T folliculaires auxiliaires
DRAGA HLA-A2", HLA-DR4" A nombre et fonctionnalité LT et LB (Maijji et al. 2016)
(NRG) A nombre Tregs

A réponse T et B spécifiques

A1 commutation de classe isotypique
FRG FAH/™ Systeme de xéno-repopulation hépatique (Azuma et al

(C57BL/6 ou NSG) 2007; Flannery et

al. 2018)

utile pour étudier des maladies du foie et
tester la toxicité de médicaments

Table 3: Les nouvelles générations de souris HIS. (Adapiée de (Leonard D. Shultz, Ishikawa,
and Greiner 2007)). Les trois modeles conventionnels NSG, NOG et BRG ont permis le développement
d’une multitude de nouveaux modeles HIS par I’expression ou I’injection de cytokines et facteurs de
croissance humains ou la manipulation génétique du CMH de classe I et II. M : murin, h : human

b. Les modeles HIS dans le développement de thérapies contre le VIH-1

La section précédente témoigne des progres importants qui ont été réalisés sur ces
modeles en un laps de temps relativement court. Historiquement utilis¢é pour I’étude de
I’infection par le VIH-1, la cancérologie constitue maintenant un champ d’application majeur
des modeles HIS. La disponibilité de ces modeles a transformé le paysage des études in vivo
dans 1’étude des maladies infectieuses, des cancers ou encore des maladies auto-immunes. Nous
nous concentrerons ici sur le contexte de I’infection au VIH-1.

La thérapie ART constitue un succes majeur de la prise en charge des patients infectés

par le VIH-1 en permettant le controle du virus, sans 1’éradiquer. La persistance du virus dans
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des sanctuaires tissulaires et les dysfonctionnements de la réponse immunitaire restent les
principaux obstacles a la guérison et ciblent les efforts déployés par la communauté. Ainsi, les
approches visant a 1’élimination du VIH-1 incluent des stratégies d’administration ciblée des
traitements ART, 1’élimination des compartiments de cellules infectées ou 1’élimination de
I’ADN proviral intégré au génome, et le maintien d’une réponse immunitaire efficace. De
nouvelles perspectives de recherche ont été ouvertes afin d’explorer en souris HIS I’impact de
thérapies par ARNsh, TCR transgéniques ou immunothérapies, des stratégies qui reposent sur
un paradigme historique visant a cibler les cellules infectées ou/et un nouveau paradigme visant

a cibler les cellules effectrices.

Les premieres études en souris HIS visaient a conférer une protection a long terme aux
LT et macrophages et reposaient sur 1’introduction d’un transgéne codant pour une protéine
mutante de Rev (RevM10) au sein des CSH transduites au sein d’un modele BLT. La protéine
RevM10 inhibe la réplication du VIH-1 dans les lignées de LT in vitro en inhibant la fonction
Rev du virus, et peut in vivo rendre les LT et macrophages dérivés réfractaires a 1’infection
(Bonyhadi et al. 1997). D’autres €études ont mis en évidence que les CSH transduites avec un
vecteur lentiviral codant pour un ARNsh spécifique du virus (shNef) permettaient une
hématopoiese aboutissant au développement de LT CD4" mémoires réfractaires a I’infection
par le VIH-1 (ter Brake et al. 2009). Par la suite, des travaux importants ont été réalisés pour
reproduire le cas de Timothy Brown, dit le « patient berlinois ». Il s’agit du premier patient
guéri de I’infection par le VIH-1 apres avoir recu un traitement myéloablatif, pour le traitement
d’une leucémie, suivie d’une greffe de moelle osseuse allogénique avec les CSH d’un donneur
présentant une mutation pour CCRS5 (Allers et al. 2011; Hutter et al. 2009). Bien que ce résultat
soit d’une grande importance, cette stratégie n’est pas transposable a I’ensemble des patients

infectés par le VIH-1 en raison de la rareté¢ de la mutation CCR5A32 (< 1 % de la population
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caucasienne) et du traitement myéloablatif trés toxique. Toutefois, le développement de
stratégies thérapeutiques qui impliquent un knockdown ou knockout du corécepteur d’entrée
CCRS5 a suscité un vif intérét et de nouvelles perspectives. Holt et al. ont montré une diminution
significative de la charge virale chez la souris NSG greffée a partir de CSH CD34" dont
I’expression CCRS5 est réduite a 1’aide de la technologie des nucléases a doigts de zinc. Cette
approche a permis de limiter la déplétion des LT CD4" et de diminuer la charge virale (Holt et
al. 2010). Myburgh et al ont transduit des CSH avec un miARN afin de diminuer I’expression
de CCRS, qu’ils ont ensuite transplanté au sein de souris NSG. Ces souris ont montré une
résistance a I’infection par une souche de VIH-1 a tropisme RS (Myburgh et al. 2015), excepté
chez une souris ol un rebond viral a été détecté, probablement en raison de I’émergence d’une
souche mutée X4. Ces travaux récapitulent les résultats cliniques d’un patient séropositif greffé
avec des CSH CCR5™ qui avait par la suite développé une infection par une souche X4,
nécessitant alors la reprise du traitement ART (Kordelas, Verheyen, and Esser 2014). Enfin,
d’autres travaux ont mis I’accent sur un vecteur lentiviral codant pour un ARNsh spécifique a
CCRS et un ARNsh spécifique du VIH-1, qui apres transduction et greffe chez des souris NSG
a permis une résistance a la fois aux souches X4 et R5 (Berges and Rowan 2011; Ringpis et al.
2012). Enfin en 2019, une équipe a montré de facon historique que 1’éradication du virus était
possible. IIs ont associé un traitement ART a libération lente et a longue durée d’action (LASER
ART) a la technologie CRISPR-Cas9 (Dash et al. 2019). Les avantages du traitement LASER
ART sont les suivants : entrée rapide a travers les membranes cellulaires des LT CD4" et des
macrophages en raison de la lipophilie du médicament, entrée accélérée des ARV dans les sites
réservoirs, concentrations plasmatiques stables observées sur plusieurs mois. Pour 1’élimination
de I’ADN proviral, ils se sont basés sur des outils moléculaires pour permettre d’éliminer
définitivement le génome viral et empécher la réactivation (Rafal Kaminski et al. 2016; R.

Kaminski et al. 2016; Yin et al. 2017; Bella et al. 2018) : la technologie CRISPR-Cas9, qui
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excise spécifiquement et efficacement des fragments d’ADN proviraux intégrés du VIH-1 au
génome de 1’hote. Cette stratégie a également réduit les risques d’émergence de mutants (White,
Hu, and Khalili 2016).

Une autre stratégie, basée sur la compréhension des défauts de la réponse immunitaire,
permet d’explorer de nouvelles pistes pour améliorer la réponse antivirale. Des efforts ont été
faits pour concevoir le développement de LB capables de produire des anticorps neutralisants.
L’utilisation du génie génétique peut contourner la capacité limitée des patients a produire de
maniere endogene des anticorps spécifiques du VIH-1. Joseph et al. ont montré que des CSH
transduites via un lentivirus codant pour I’anticorps 2G12, un anticorps neutralisant, peuvent se
différencier en LB matures produisant I’anticorps (Joseph et al. 2010). Par cette approche, ils
ont mise en évidence une diminution drastique de la charge virale et du nombre de cellules
infectées, indiquant un bénéfice thérapeutique de 1’anticorps. La réponse des LT CD8*
cytotoxiques (CTL) spécifiques du VIH-1 joue un rdle essentiel dans le contrdle de la
réplication virale. L’augmentation de cette réponse devrait renforcer son contrdle et améliorer
I’évolution clinique de la maladie. Bien que 1’infection par le cytomégalovirus ou le virus EBV
chez les patients immunodéprimés puisse €tre traitée par le transfert adoptif de LT CD8*
spécifiques, le transfert adoptif de CTL spécifiques du VIH-1 a eu des effets minimes sur la
réplication du virus, probablement a cause du dysfonctionnement intrinseque des CTL
spécifiques du VIH-1 provenant des personnes infectées. Plusieurs équipes ont émis
I’hypothese que cette limitation pouvait étre contournée en utilisant des CTL autologues
spécifiques du VIH-1 via un TCR transgénique, une approche utilisée avec succes dans la
thérapie de cancers. Pour cela, ils ont utilisé I’épitope SL9 et ont démontré que les LT CD8*
redirigés ont considérablement réduit le nombre de cellules infectées dans la rate (Joseph et al.
2008). D’autres travaux ont transduit des CSH humaines sur cette stratégie et montrent une

réduction de la charge virale, une persistance des LT CD4" et une expansion des LT CD8*
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spécifiques SL9 (Kitchen et al. 2012). Ces études illustrent la flexibilité des modeles HIS pour

tester 1’efficacité potentielle in vivo d’une stratégie de thérapie génique.

Indépendamment de ces stratégies « HIV cure » visant a éliminer le virus, un autre axe
de recherche consiste a restaurer les défauts immunitaires qui s’installent au cours de 1’infection
chronique. Dans ce cadre, la transposition de certaines stratégies thérapeutiques mises en place
en cancérologie est étudiée. En particulier, I'utilisation d’immunomodulateurs, tel que les
anticorps oPD1 ou oPD-L1, représente depuis quelques années un nouveau champ
d’investigation. Plusieurs études en souris HIS ont démontré que les blocages aPD1 et aPD-L1
conduisent a une réduction significative de la charge virale parallelement a une augmentation
des LT CD4" et CD8" spécifiques (Seung et al. 2013; B. E. Palmer et al. 2013). Les travaux de
Seung et al. ont montré une réponse différente au blocage aPD1 selon le niveau d’expression
de PD1 a la surface des LT hCD8* avant I’initiation du traitement. Le blocage aPD1 n’a pas
affecté I’expression d’autres ICP coexprimés avec PD1 tel que CD244, CD160 et LAG3 et ne
semble pas affecter les réponses humorales spécifiques (Seung et al. 2013). Palmer et al. ont
démontré que le blocage oPD-L1 augmentait a la fois les proportions de LT naifs et mémoires
centrales, et les réponses cytokiniques de type Th1 (IFNy, TNFa et IL-12) mais pas de type Th2
(IL-10, IL-13, IL-5) pendant le traitement (B. E. Palmer et al. 2013). Ce sont des indicateurs
importants pour la reconstitution immunitaire (Hua et al. 2012) et le controle de la réplication
du virus (Clerici et al. 1996). Enfin, ils ont déterminé 1’impact de I’interruption du traitement
aPD-L1 sur les LT CD4" ; plus de 60 jours apres le blocage, la proportion de LT CD4* est
restée relativement élevée malgré un rebond de la charge virale.

D’autres immunothérapies basées sur la modulation de la signalisation IFN-I ont été
envisagées afin de renforcer la réponse anti-virale en phase aigiie ou de réduire I’inflammation

chronique a bas bruit en phase chronique. Tout d’abord, il a été montré in vitro que chaque
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sous-type d’IFN-I a une affinité différente aux récepteurs IFNAR (Jaks et al. 2007). Ainsi, les
IFNa8, a6, al4 et al7 ont réduit la capacité d’infection des cellules mieux que ’IFNa2 et al.
Cet effet a été corrélé a I’affinité de 'IFNAR?2 et la capacité a induire les ISG permettant de
restreindre le VIH-1 tels que Mx2 et BST2. Lavender et al. ont confirmé in vivo 1’impact
nettement plus important de I’'IFNa14 que I’'I[FNa2 pour réduire la réplication virale dans un
modele de souris TKO-BLT. Cela a été associé a I’induction de BST2 et Mx2 et a une fréquence
plus élevée de cellules NK exprimant TRAIL. Il est intéressant de noter que les souris
présentaient une charge virale réduite mais aussi une inflammation limitée mesurée par
quantification d’IP-10 (Lavender et al. 2016). L’IFNal14 semble particuliérement intéressant
pour ouvrir de nouvelles perspectives de thérapies anti-virales durant la phase aigiie de
I’infection. Pour réduire 1’inflammation en phase chronique de 1’infection, cibler la voie IFN-I
semble étre une stratégie prometteuse et a ét€ évaluée en modeles HIS. Zhen et al. ont
administré un anticorps alFNAR2 chez une souris NSG-BLT infectée, et ont observé une
diminution de I’expression des ISG, parallélement & une réduction de I’épuisement des LT
CD8* (PD1, TIM3) et des marqueurs d’activation (CD38). De plus, le blocage du récepteur
IFNAR a réduit efficacement la charge virale en phase chronique, et 1’association avec le
traitement ART a permis une suppression virale plus rapide et des réservoirs viraux réduits
(Zhen et al. 2017). Cheng et et al ont utilisé un anticorps aIFNARI en association aux ARV en
phase chronique de I’infection chez des souris NRG-BLT. Ils montrent une préservation du
nombre de LT CD4", une restauration de la fonctionnalité des LT CD8* et une réduction des

réservoirs inductibles apres interruption du traitement (Cheng et al. 2017).

En résumé, les modeles HIS sont des outils précieux pour différentes pathologies.
Ils constituent un modéle de choix pour I’évaluation de stratégies thérapeutiques ciblant

certains dysfonctionnements immunitaires associés a Dinfection par le VIH-1.
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L’évaluation de thérapies combinées dans ces modeles pourrait apporter des bénéfices
majeurs pour valider le choix des molécules immunomodulatrices les plus pertinentes et

le schéma thérapeutique d’association.

IV. Objectifs des travaux de these

Aujourd’hui, grace au succeés des thérapies antirétrovirales, 1’infection par le VIH-1
n’est plus une maladie mortelle mais une maladie chronique. En revanche, deux problématiques
majeures restent a considérer : la persistance du virus au sein de réservoirs cellulaires et
anatomiques et les défauts de la réponse immunitaire associés a une inflammation a bas bruit et
un épuisement des réponses immunitaires. Ces aspects de la maladie sont désormais
responsables de la majorité des comorbidités associées au VIH-1 (cancers, pathologies
cardiovasculaires, hépatiques, etc.). Si I’éradication compléte du virus semble encore étre un
objectif difficilement accessible, limiter la taille des réservoirs viraux et restaurer les défauts de
la réponse immunitaires sont des objectifs thérapeutiques actuellement considérés. Ces
dernieres années, les immunothérapies ont permis des progres thérapeutiques spectaculaires
dans le cadre de cancers ou de maladies auto-immunes, mais leur utilisation dans I’infection
chronique au VIH-1 reste encore peu explorée. Agir sur I'inflammation a bas bruit et
I’épuisement des réponses T semblent représenter deux approches thérapeutiques prometteuses.
Les immunothérapies sont notamment envisagées en combinant ces dernieres avec les
traitements ART. Néanmoins 1’évaluation de I’efficacité de ces immunothérapies, de leur
fenétre thérapeutique et de leurs effets indésirables dans un contexte d’infection chronique au

VIH-1 nécessite un modele robuste.
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La souris HIS constitue un axe en plein essor et permet d’obtenir un modele préclinique
robuste et facilement accessible, tout en permettant des liens étroits entre recherche
fondamentale et applications cliniques. Le modéle BALB/c Rag2X© IL-2RycX© SIRPoNOP
FIk2XO HLA-A2HHP (BRGSF-A2) nous a semblé étre un modele candidat intéressant. Il est
particuliérement permissif a 1’établissement d’une xénogreffe hématopoiétique humaine
fonctionnelle et ces animaux présentent en effet une invalidation complete du développement
lymphocytaire T, B et NK murin, couplé a une tolérance des phagocytes murins vis-a-vis des
cellules humaines du fait d’une interaction optimale entre la molécule de surface ubiquitaire
CD47 humaine et le récepteur d’inhibition de phagocytose murine SIRPoN°P. Ces souris
présentent également un défaut de génération de cellules myéloides murines, notamment des
DC et montrent par conséquent, un ratio de DC en faveur des cellules humaines. Enfin,
I’expression des molécules HLA de classe I a permis d’améliorer le développement,

I’accumulation et la fonction des LT humains dans ce modele.

Les objectifs de mes travaux de these étaient de développer un modele HIS d’infection
controlée au VIH-1 afin de I’intégrer aux outils in vivo mis en place au sein de I’infrastructure
de recherche IDMIT aux finalités précliniques. En particulier, ce programme de recherche
portait sur I’évaluation de stratégies immunomodulatrices de la voie PD1/PD-L1. Le projet

intégrait trois axes :

1) La caractérisation et validation du modele BRGSF-A2 en contexte non infectieux

La validation d’un modele HIS consiste généralement a caractériser le ratio CD4/CD8

et le profil de différenciation naive/mémoire/effecteurs des LT. En tant que régulateurs
essentiels d’une réponse immunitaire efficace, les mécanismes de sénescence et d’épuisement

des LT sont également a considérer. A noter aussi que le profil d’épuisement des LT humains
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varie considérablement en fonction du modele de souris HIS et du contexte physiopathologique.
Bien que les souris HIS soient de puissants outils in vivo, une meilleure caractérisation
phénotypique des LT ainsi que de leur profil d’épuisement et de sénescence, trop peu décrit
jusqu’a présent, nous a semblé essentielle. Nous posions I’hypotheése d’une hétérogénéité
d’expression des molécules de sénescence et d’épuisement en fonction de la sous-population T
étudiée et de leur localisation. Nous avons ainsi étudié les LT humains de la souris BRGSF-A2
HIS dans le sang, les organes lymphoides (rate et moelle osseuse) et non lymphoide (tissu
adipeux), avec une attention particuliere sur PD1 et TIGIT comme marqueurs d’épuisement et
CD57 et KLRGI comme marqueurs de sénescence. Le tissu adipeux sous-cutané a été choisi
comme site non lymphoide puisqu’il est relativement facile d’acces en milieu clinique, reconnu
comme site immunologiquement actif, et constitue un centre d’intérét de 1’équipe. Des
échantillons de sang des souris HIS ont ét€ comparés a des échantillons de sang humain
provenant de donneurs sains afin de valider ou d’identifier les spécificités du modele HIS. Ces
travaux ont validé le développement physiologique du compartiment T humain a long terme
dans le modele BRGSF-A2 HIS et son utilisation comme outil préclinique. Ce travail a été

publié (Labarthe et al. 2020) et a fait I’objet d’un éditorial.

2) La mise en place d’une infection expérimentale au VIH-1 et d’un traitement ART
efficace dans ce modéle
Plusieurs études préliminaires nous ont permis de définir la souche virale et sa dose
d’infection, et la combinaison d’ARV. Afin de se rapprocher au plus pres de la situation
humaine, nous avons choisi d’utiliser la combinaison d’ARV actuellement recommandée en
clinique : le dolutégravir (DTG), le ténofovir (TDF) et ’emtricitabine (FTC). Nous avons
collaboré avec la plateforme de pharmacocinétique et pharmacodynamie du centre, et bénéficié

de leur expertise pour définir une posologie et une voie d’administration spécifiquement
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adaptée au modele HIS. Nous avons validé la combinaison des ARV sur les criteres suivants :
(i) un contrdle de la charge virale plasmatique, (ii) une restauration du nombre de LT CD4"
dans un délai rapide, (iii) une concentration des trois ARV comprise parmi les concentrations
de références utilisées chez I’homme. Cette approche nous a aussi permis d’étudier la diffusion
des ARV dans les différents tissus et notamment dans les tissus réservoirs. Ces données sont
importantes pour évaluer si une activité synergique du traitement ART et des immunothérapies
est possible dans I’ensemble des tissus réservoirs ou si chacune de ces molécules présente des

profils de diffusion différents. Ces travaux ont conduit a la préparation d’un deuxiéme article.

3) L’évaluation du bénéfice thérapeutique de I’association du traitement ART
combiné a différentes immunothérapies
La troisieme partie de mon projet de these a porté sur I’étude du bénéfice thérapeutique
des associations ARV/aPD1 puis ARV/aJAK durant ’infection VIH-1. L’objectif était de
définir la meilleure stratégie thérapeutique associant ARV/immunothérapie en ciblant plus
spécifiquement I’impact de ces associations sur les réponses T. Chacune de ces stratégies
thérapeutiques visent respectivement a agir sur I’épuisement des réponses T ou I’inflammation
résiduelle (et secondairement I’activation immunitaire) en phase chronique de I’infection VIH-
1. Nous avons testé une stratégie d’association ART/aPD1 en phase tardive de I’infection
chronique puisque le développement de 1’épuisement est un mécanisme progressif. Les
objectifs étaient doubles : évaluer, sous ART, I'impact de ces stratégies sur la levée de
I’épuisement des réponses T, et évaluer I’impact sur I’induction d’un contr6le post-arrét.
L’étude de I’association ART/aJAK visait a évaluer ’impact de la voie IFN-I sur les réponses
T dans le contexte de I’infection chronique. Un sous-objectif visait a évaluer une hypothese liée
aux travaux de Benci et al. Dans le contexte tumoral, la signalisation prolongée des IFN-I et 11

modulaient la voie PD-1/PD-L1 en augmentant 1’expression des ISG tels que PD-L1 sur les
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cellules tumorales. L’inhibition de la voie IFN-I permettait de lever le mécanisme de résistance
adaptative aux anti-ICP (Benci et al. 2016). Par analogie, nous posons 1’hypotheése qu’une
exposition prolongée aux IFN-I pourrait participer a I’induction de 1’épuisement des réponses
T en phase chronique de I’infection VIH-1 et que I’inhibition de la voie IFN-I au stade précoce
de la phase chronique pourrait permettre de controler a la fois I’inflammation résiduelle et
I’épuisement des réponses T. Pour aborder ce point, nous avons choisi une stratégie inhibant la

signalisation IFN par des inhibiteurs des JAK1/2 (baricitinib).
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Résultats
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Article 1 : Exhaustion and senescence marker profiles on human T cell

in BRGSF-A2-humanized mice resemble those in human samples

Article publié dans Journal of Leukocyte Biology, qui a également fait 1’objet d’un éditorial

L’objectif de cette premiere étude reposait sur la caractérisation et la validation du
modele humanisé BRGSF-A2 comme modele préclinique dans la perspective d’évaluer
différentes immunothérapies dans un contexte d’infection expérimentale au VIH-1.

Nous avons mis en évidence des similitudes importantes entre la souris BRGSF-A2 HIS
et ’homme. Nous avons étudié les LT de la souris BRGSF-A2 HIS dans le sang, les organes
lymphoides (rate et moelle osseuse (MO)) et non lymphoide (tissu adipeux (TA)), avec une
attention particuliere pour les molécules PD1 et TIGIT comme marqueurs d’épuisement, et
CD57 et KLRG1 comme marqueurs de senescence. Nos données montrent des proportions de
cellules hématopoiétiques humaines élevées dans la rate, la MO et le TA avec une prise de
greffe humaine stable a long terme (supérieure a 55 semaines). Nous avons mis en évidence
que les souris BRGSF-A2 HIS présentent une proportion de LT humains semblables a ceux
observés chez I’homme dans ces différents sites. Les LT naifs représentent le principal
compartiment des LT dans le sang et la rate, tandis que les cellules mémoires prédominent dans
la MO et le TA, comme décrit chez I’homme. Dans le sang, les profils d’expression de PD1 et
de CD57 sont similaires dans le modele HIS et chez le donneur sain. D’autre part, nous avons
observé que les expressions de ces molécules d’épuisement et de senescence dépendaient de la
sous-population de LT considérée, du stade de différenciation mais aussi des tissus étudiés.

Ces travaux confirment le développement physiologique du compartiment T humain
dans le modele BRGSF-A?2 HIS. Nos données renforcent le potentiel prometteur de ce modele
dans 1’étude de pathologies chroniques et I’évaluation de stratégies thérapeutiques associées

grace a une persistance a long terme de la greffe de cellules humaines.
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Abstract

This work sought to confirm the human-like expression of exhaustion and senescence markers in
a mouse model with a humanized immune system (HIS): the Balb/c Rag2K® 1L2rgcX© SirpaNOP
FIk2KO HLA-A2HHD (BRGSF-A2) mouse reconstituted with human CD34+ cord blood cells. With
regard to senescence markers, the percentage of CD57+ T cells was higher in the bone marrow
(BM) than in the spleen or blood. The same was true for KLRG1* hCD8* T cells. With regard to
exhaustion markers, the percentage of programmed death 1 (PD-1F) T cells was higher in the BM
thanin the spleen or blood; the same was true for TIGITT hCD4™ cells. These tissue-specific differ-
ences were related to both higher proportions of memory T cells in BM and intrinsic differences in
expression within the memory fraction. In blood samples from HIS mice and healthy human donors
(HDs), we found that the percentage of KLRG1+ cells among hCD8™* T cells was lower in HIS com-
pared to HDs. The opposite was true for CD4+ T cells. Unexpectedly, a high frequency of KLRG1+
cells was observed among naive T cells in HIS mice. CD57 expression on T cells was similar in
blood samples from HIS mice and HDs. Likewise, PD-1 expression was similar in the two systems,
although a relatively low proportion of HIS hCD4+ T cells expressed TIGIT. The BRGSF-A2 HIS
mouse’s exhaustion and senescence profile was tissue specific and relatively human like; hence,
this mouse might be a valuable tool for determining the preclinical efficacy of immunotherapies.

KEYWORDS

immunoregulation, PD-1, PD-L1, bone marrow, adipose tissue

immune responses to pathogens and malignant tumors. Humanized

mice now constitute a translational bridge between fundamental

Humanized mouse models (i.e., mice harboring cellular and molec-
ular components of the human immune system [HIS]) have con-

tributed to a better understanding of the specificity of human

Abbreviations: BM, bone marrow; BRG, Balb/c Rag KO gamma-chain KO (mouse strain);
BRGS, BRG SirpaNOP (mouse strain); BRGSF, BRGS FIk2f™ 1 (mouse strain); BRGSF-A2,
BRGSF HLA class | transgene (mouse strain); cDC, conventional DC; DC, dendritic cell; FIk2,
fetal liver kinase-2; FIt3, FMS-like tyrosine kinase 3; HD, healthy donor; HIS, humanized
immune system; HSC, hematopoietic stem cells; KLRG1, killer-cell lectin-like receptor G1;
NOD, nonobese diabetic (mouse strain); NOG, backcross of NOD/Shi-scid to
C57BL/6J-1L-2Rynull mouse (mouse strain); NSG, NOD scid gamma (mouse strain); PD-1,
programmed death 1; PD-L1, programmed death-ligand 1; pCD, plasmacytoid DC; SCAT,
subcutaneous adipose tissue; SVF, stromal vascular fraction.
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research and clinical applications.1~> The most straightforward strat-
egy for generating a HIS mouse involves infusing a suspension of
purified human hematopoietic stem and progenitor cells into new-
born or adult immunodeficient mouse recipients.25-7 The state-of-
the-art immunodeficient mouse strains include yc-deficient recipi-
ents with a nonobese diabetic NOD genetic background (such as
NOD/Shi-scid 1L2ry™!' [NOG] and NOD-scid IL-2Ry~/~ [NSG] mice) or
a BALB/c genetic background (such as Balb/c Rag2tm1Fwa || 2rgtmiCen
SirpaNOD  [BRGS] mice).8-10 All these strains share features—the
absence of murine T, B, and NK cells, and phagocytes that tol-

erate human xenografts—that render them particularly permissive
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to the hematopoietic humanization process. The resulting HIS mice
exhibit a large variety of human hematopoietic cell lineages, includ-
ing T, B, and NK cells, dendritic cells (DCs), monocytes, macrophages,
and platelets.810-13

The continual, incremental development of HIS mouse models has
optimized the mimicking of human immune cell properties. The ini-
tial BRG model1114 was less tolerant of human hematopoietic engraft-
ment than the NSG and NOG mice.12 This restriction was based on
regulation of the murine macrophages’ phagocytic activity by muta-
tion of gene coding for signal regulatory protein (Sirpa), which modu-
lates the CD47/SIRPa signaling axis.!® In fact, the phagocytes in BRG
mice congenic for the NOD allele of Sirpa (BRGS mice) or transgenic for
human SIRPA are highly tolerant of human cells.1%13 The BRGS strain
has a high capacity for human hematopoietic engraftment, resulting
in an hCD45* compartment (with B, T, and myeloid cells) that lasts
for over a year. Furthermore, compatible CD47/SIRP« interactions
lead to (i) the selective accumulation of resting, naive T cells (Ty), and
(ii) a marked reduction of the frequency of activated, inflammation-
associated hCD4+ and hCD8* T cells in secondary lymphoid organs.10
In parallel, BRG mice in which fetal liver kinase-2 (FIk2)/ FMS-like tyro-
sine kinase 3 (FIt3) expression has been inactivated (BRGF mice) offer
a means of enhancing human DC homeostasis'é: Balb/c Rag2tmiFwa
IL2rgtmiCen SjrpaNoD Fii2tmilir (BRGSF) HIS mice show the robust,
multilineage reconstitution of human hematopoietic cells, with T, B,
and NK cells and conventional DCs (cDCs).1” Finally, we have devel-
oped Balb/c Rag2tmiFwa || 2rgtmiCen GjrpaNOD Fijcptmilrl py) A-A2HHD
(BRGSF-A2) mice, which express HLA class | molecules. This expres-
sion is known to improve the development, accumulation, and function
of human T cells in the NSG-A2 HIS mouse.18:17

With regard to the T cell compartment, the validation of an HIS
model usually involves characterizing the well-studied hCD4/hCD8
ratio and naive/memory T cell differentiation.2® As crucial regulators
of an effective immune response, T cell senescence and exhaus-
tion occur following exposure to a high antigen load,?! chronic

22-27 or tumors.2® Senescence is associated with DNA

infections,
damage, growth arrest, impaired proliferation, telomere erosion,
and the expression of CD572? and KLRG-1.39 Exhaustion is charac-
terized by the progressive loss of T cell function and thus cytokine
production.3? In the context of tumor growth, the well-characterized
programmed death 1 (PD-1)/ programmed death-ligand 1 (PD-L1)
axis inhibits an immune response; the relevance of this immunosup-
pressive pathway has been emphasized by the clinical effectiveness
of PD-1 and PD-L1 immune checkpoint inhibitors in the treatment of
a range of solid tumors.32-34 Furthermore, blocking the PD-1/PD-L1
pathway might be effective in clinical contexts other than cancer.
High frequency of PD-1 expressing cells has also been reported on
HIV-specific hCD4+ and hCD8* T cells in chronically HIV-infected
patients.23 It has been demonstrated that in vivo blockade of PD-1
during chronic SIV infection is safe and results in (i) the rapid expansion
and restoration of SIV-specific CD8* T cells, and (ii) the enhancement
of B cell responses.2? Importantly, PD-1 blockade prolongs the
survival of SIV-infected macaques.??2 These results suggest that a

combination of immunotherapy and antiretroviral drug treatment

might be beneficial in the context of HIV. More generally, these
findings open the way to the use of immune checkpoints in other
models of chronic infection (e.g., Zika, hepatitis B, chikungunya, and
Plasmodium infections).

Although HIS mice are powerful research tools, it is essential to
first define their exhaustion and senescence profiles. For example, the
expression profile for PD-1 on human T cells varies markedly as a func-
tion of the HIS model, the pathophysiological context, and the tissue
site.35-38 Hence, the primary objective of the present study was to
evaluate the senescence and exhaustion phenotypes of T cells in the
BRGSF-A2 HIS mouse and thus validate the model’s use for evaluating
novel immunotherapies. We looked at the HIS mouse’s T cell compart-
ment in the blood, lymphoid sites (spleen and bone marrow [BM]), and
anonlymphoid site (adipose tissue), with a particular focus on PD-1 and
TIGIT as exhaustion markers and CD57 and killer-cell lectin-like recep-
tor G1 (KLRG1) as senescence markers. Murine blood samples were
compared with human blood samples obtained from healthy donors
(HDs). Subcutaneous adipose tissue (SCAT) was chosen as a nonlym-
phoid site because it is (i) relatively easy to access in a clinical setting,
and (ii) increasingly recognized as an immunologically active site.3%40

In the present study, we found that BRGSF-A2 HIS mice exhibit a
highly humanized expression profile in spleen, BM, and AT, although
there were some quantitative differences from one tissue to another.
Human T cell chimerism was preserved in 55-week-old BRGSF-A2 HIS
mice. We also found that the frequencies of cell expressing exhaus-
tion and senescence markers depended on the T cell subset con-
sidered, the tissue, and the naive/memory differentiation stage—as
previously described in human samples. A comparison with human
blood samples did not reveal overt signs of exhaustion or senes-
cence: frequencies of PD-1-expressing cells on hCD4* and hCD8*
T cells were similar in samples collected from HIS mice and those
from HDs. Taken as a whole, our results demonstrate that the BGRSF-
A2 HIS mouse is a promising preclinical model of the mechanisms
regulating the expression of various immune checkpoint inhibitors
and senescence markers. The BGRSF-A2 HIS mouse might there-
fore be a valuable tool for determining the preclinical efficacy of

anti-immune-checkpoint Abs.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Generation of HIS mice using a BRGSF-A2
recipient strain

The BRGSF mice were generated by crossing previously described
parental strains.10164142 To generate BRGSF-A2 mice and achieve
HLA-restricted human T-cell development in vivo, an HLA class |
transgene (encoding the most prevalent HLA-A genotypes, covalently
bound to human p2-microglobulin [#2m] and murine H-2Db MHC
haplotype) was inserted.*3 The HIS mice were generated from new-
born pups (2 to 5 days of age) after preconditioning by sublethal (3 Gy)
total body irradiation. On the following day, ~1.2 x 10> CD34* human
hematopoietic stem cells (HSCs) isolated from human umbilical cord

blood samples (ABCellBio, Paris, France) were transplanted into the
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liver. Both HLA-A2+ and HLA-A2- donors have been used because T
cell humanization was not affected by the different donors’ HLA status
(Supplementary Fig. S1). The level of human hematopoietic chimerism
was tested 12 weeks after transplantation and expressed as the pro-
portion of human leukocytes (hCD45%, i.e., the human leukocyte count
divided by the total murine and human leukocyte count). The animals
were included in the study when they had achieved a satisfactory level
of humanization (>30% of hCD45* cells). The HIS mice were always
handled under laminar flow conditions in a biosafety level 2 animal
facility. Experiments performed on humanized mice were approved
by the local animal care and use committee (Ethics Committee, CEA
Life Science Division [CETEA-CEA DSV IdF CEEA 044], Paris, France)
and authorized by the French Ministry of Education and Research
(reference: APAFIS #9405 & #9382).

2.2 | Human samples

Blood samples from HDs were collected by the French national blood
authority (Etablissement Francais du Sang) at Saint-Louis Hospital (Paris,
France). The HDs (n = 10) were between 35 and 65 years of age. Cord
blood samples were purchased from ABCellBio. Each HD gave his/her
written informed consent to research use of the blood samples, and
the research was conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki. Experiments on human blood samples were approved by the
local independent review board (Comité de Protection des Personnes lle-

de-France VII, Paris, France; reference: 05-22).

2.3 | Cell preparation

Samples from HIS mice were processed as follows: PBMCs were
isolated from EDTA-anticoagulated blood, splenocytes were isolated
by mechanical dissociation, and BM cells were collected from 1 or
both femurs by flushing. Splenocytes and BM cell suspensions were
incubated in ammonium-chloride-potassium (ACK) buffer (150 mM
NH4Cl, 10 mM KHCOg3, and 100 mM EDTA). Splenocytes and BM
cells were counted using a Scepter 2.0 cell counter (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany). Blood cells were counted directly on a FACS cell
analyzer, using counting beads (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA). When SCAT samples were collected, they were weighed and
processed as described previously.** Briefly, the samples were
weighed, washed twice in PBS 1X supplemented with 5% FBS, cut
into 2-3 mm pieces, and then digested in a collagenase bath (C2139,
Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France) at a collagenase concentration
of 0.33 mg/ml in RPMI medium (Life Technologies, Carlsbad, CA)
with 5% FBS at 37°C for 30 min, with constant shaking. Next, the
tissue was mechanically dissociated by suction/discharge with a 10 ml
syringe. The suspensions were then filtered through a 70-micron cell
strainer. After an initial low-speed centrifugation (300 x g, 10 min)
to isolate adipocytes in the upper phase, the lower phase (containing
the stromal vascular fraction [SVF]) was centrifuged (500 x g, 10 min).
The resulting pellet (containing the SVF cells) was resuspended in PBS
with 5% FBS. The resuspended cells were then counted under the
microscope in Kova counting chambers (Kova International, Garden
Grove, CA), using Trypan blue to exclude dead cells.
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To note, two different strategies were used for blood studies
depending on the time point. Human hematopoietic chimerism assay
(performed 12 weeks after transplantation) was performed after Ficoll
separation of the leukocytes in the blood samples. In contrast, immuno-
labeling for FACS at the time of sacrifice was performed on fresh whole

blood samples, as human blood samples were handled.

2.4 | Flow cytometry

The FACS staining protocol was similar for humanized mouse and
human samples. Cell suspensions were incubated for 15 min at 4°C
with cold PBS containing 0.5% BSA, 2 mM EDTA, and murine and/or
human FcR blocking reagent (Biolegend, San Diego, CA). After a
washing step, cells were stained with monoclonal Abs by incubation
for 15 min at 4°C and then washed in cold PBS 1X. Cell viability
was assessed using Live/Dead Fixable dye (eBioscience Thermo
Fischer Scientific). The cells were fixed in commercial fixative solu-
tion (CellFIX, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Abs against the
following markers were used for the control of humanization (week
12-14) on blood samples: mCD45 (30-F11), hCD45 (5B1), hCD3
(SK7), hCD4 (OKT4), hCD8 (SK1), hCD19 (HIB19), hCD11c (Bul5),
and HLA-DR (G46-6). The lymphoid cells’ differentiation profile and
levels of exhaustion/senescence were assessed with a mix combin-
ing Abs against mCD45, hCD45, hCD3, hCD8, hCD4, hCD45RO
(UCH4), hCD27 (L128), hCCR7 (G043H7), hCD28 (CD28.2), hPD-1
(EH12.2H7), hTIGIT (MBSA43), hCD57 (NK-1), and hKLRG1 (MAFA
REA261). Further characterization of myeloid cells in BRGF-A2 HIS
mice was performed using a mix combining Abs against mCD45,
hCD45, hCD3, hCD19, hCD20 (2H7), hCD33 (WM53), hCD16 (3G8),
hCD14 (M5E2), hCD11c (Bul5), hCD123 (9F5), hCD303 (201A),
HLA-DR (G46-6), and hPD-L1 (29E2A3). All Abs were purchased from
BD Biosciences and Biolegend, with the exception of anti-KLRG1 (Mil-
tenyi, Bergisch Gladbach, Germany) and anti-TIGIT (eBioscience). The
same Abs were used for humanized mice and human samples, except
that mCD45 and hCD45 Abs were used only to probe humanized
mouse samples. In HIS mice, the hCD4* T cell subsets were defined
as follows: naive T cells (Ty) = CD27+CD45RO-CCR7+CD28",
central memory T cells (Tgy) = CD27tCD45RO*, effector
memory T cells (Tgy) = CD27-CD45RO", and effector T cells
(Tg) = CD27-CD45RO~. The hCD8* T cell subsets were defined
as follows: Ty = CD27*CD45RO~-CCR7*CD28*, memory T cells
were pooled and included terminally differentiated memory cells
re-expressing CD45RA (Tgpmra) = CD27tCD45RO-CCR7-CD28-,
Tem+Tegm = CD27% CD45RO. Likewise, effector T cells included
Tg = CD27~ CD45RO™, and terminal effector T cells (T1g) = CD27~
CD45RO~. The FACS data were acquired on an LSR Fortessa cell
analyzer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software (version
10.1, Treestar, Ashland, OR).

2.5 | Statistical analysis

Data are presented as the median in the scatter plot and as the median
and interquartile range (IQR) in column bar graphs and summarized as
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median [IQR] in the text. All statistical analyses were performed with
GraphPad Prism software (version 8, GraphPad Software, La Jolla, CA).
Different statistical tests were performed depending on the compari-
son required (a nonparametric Mann-Whitney test for comparison of
two set of data (such as CD4 vs. CD8 comparison) and a Kruskal-Wallis
test associated to Dunn'’s test for the comparison of multiple sets of
data (such as the comparison among tissues). The threshold for statis-

tical significance was set to P < 0.05.

3 | RESULTS

3.1 | BRGSF-A2 HIS mice exhibit a high level of
leukocyte chimerism in blood and lymphoid tissues

We generated HIS mice by engrafting newborn BRGSF-A2 recipi-
ents with hCD34" hematopoietic stem cells isolated from human
umbilical cord blood, as described in the Materials and Methods sec-
tion (Fig. 1A). After sufficient humanization had been confirming at
12 weeks of age, we analyzed human cell engraftment in the blood
(PBMCs), spleen (splenocytes), and BM in 16- to 19-week-old male
and female BRGSF-A2 HIS mice (Fig. 1B). Female HIS mice exhibited
a higher level of human chimerism than males for PBMCs (median
[IQR] = 40.2% [24.2-48.2] of hCD45* cells in females vs. 8.8% [5.5-
31.9] in males, P = 0.0164), splenocytes (85.1% [81.3-90.5] vs. 78.9%
[65.6-82.5], respectively; P = 0.025) and BM cells (69.1% [61.9-75.8]
vs. 23.0% [11.8-46.1], respectively; P = 0.0066). It is noteworthy that
the degree of human cell reconstitution varied from one tissue source
to another, with a significantly higher proportion of hCD45" cells
among splenocytes than among BM cells (P = 0.0415 for females;
P = 0.0374 for males) and among PBMCs (P < 0.0001 for both sexes).
Absolute hCD45* cell counts in the BM preparation were also sig-
nificantly higher in females than in males (7.0 x 10° [5.1-8.0 x 10¢]
vs. 0.8 x 108 [0.4-3.2 x 10°], respectively; P < 0.0001). A similar but
nonsignificant difference was observed for splenocytes (15.0 x 10¢
[10.4 x 106-20.0 x 106] vs. 2.9 10° [1.1 10%-20.0 10¢], P = 0.1490)
and PBMCs.

Taken as a whole, these data show that female BRGSF-A2 HIS mice
exhibit a high level of human hematopoietic chimerism in blood and
lymphoid tissues. On the basis of these observations, we decided to use

only female HIS mice in the rest of the study.

3.2 | A human-like distribution of naive and memory
T cell subsets in the blood, spleen, and BM in female
BRGSF-A2 HIS mice

We next assessed the human T cell compartment and differentiation
profile in female BRGSF-A2 HIS mice. The proportion of hCD3* T cells
was 11.3% [5.7-14.2] for PBMCs, 5.8% [2.5-7.8] for splenocytes, and
0.7% [0.15-1.7] for BM cells. The absolute hCD3* count was highest
in the splenocyte preparation (6.1 x 10° cells [2.9-14.0 x 10°]), fol-
lowed by the BM (2.8 x 10* cells [1.1-24 x 10%], for 1 femur) and
PBMCs (1.2 x 10* cells/ml [0.2-1.9 x 10%]; Fig. 2A). The hCD4/hCD8
ratio (Fig. 2B) was 3.3[1.1-4.0] in PBMCs, 2.3[0.7-2.8] in splenocytes,
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FIGURE 1 Inthe BRGSF-A2 HIS mouse, blood and lymphoid tis-
sues display a strongly humanized expression profile. (A) A schematic
representation of how the HIS mouse is generated. Newborn BRGSF-
A2 mice were sublethally irradiated and injected intrahepatically with
CD34* human hematopoietic stem cells obtained from cord blood. (B)
Representative dot plots showing the relative proportion of mCD45
and hCD45 cells among PBMCs, splenocytes, and BM cells from 16-
to 19-week-old BRGSF-A2 HIS mice. The graph showing the number of
hCD45* cells collected in blood (expressed in cells per milliliter) and
in splenocytes and BM (from 1 femur). The data came from 4 inde-
pendent experiments, including 15 mice generated from 4 different
donors. The median is indicated. Statistically significant differences
between male and female animals (as determined in a nonparametric
Mann-Whitney test) are indicated as follows: 'P<0.05,"P<0.01,and
"“'P>0.001

and 1.8 [0.6-3.2] in BM; these values are within the range previously
reported for HDs*>~47 and not different from the HD groups (2.0 [1.6-
2.8]). When comparing the quality of humanization obtained from A2+
and A2~ donors in the blood of HIS mice (Supplementary Fig. S1A),
we observed higher percentage (and number) of hCD45* cells among
total CD45* cells when using A2* donor cells. Surprisingly, the higher
hCD45* cell reconstitution was driven by a higher number of hCD19*
but not hCD3*, hCD4+, or hCD8* numbers.

We next evaluated the naive/memory differentiation profile of
hCD4* and hCD8* T cells in female BRGSF-A2 HIS mice and in human
blood samples obtained from HDs. The identification strategy in
HDs was based on combinations of hCD45RO, hCD27, hCCR7, and
hCD28 expression by hCD4* and hCD8* T cells.*8-30 Due to the
relatively low cell count for each T cell subset in BRGSF-A2 HIS mice,
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FIGURE 2 Similar distributions of naive and memory T cell subsets in blood, spleen, and BM samples in BRGSF-A2 HIS mice and HDs. (A)
Frequency and total number of CD3* hCD45* cells measured among PBMCs, splenocytes, and BM cells from 16- to 19-week-old BRGSF-A2 HIS
mice. Countsin blood are expressed in cells per milliliter. Each dot represents 1 HIS mouse, and the median value is shown. (B) The hCD4:hCD8 ratio
in blood and tissues from BRGSF-A2 HIS mice. A representative dot plot analysis shows hCD4 and hCD8 expression on splenic hCD45ThCD3+
cells. (C) Representative contour plots showing the gating strategy used to identify Ty, Tcm, Tem, and Tg hCDA4 T cells (right) and hCD8 T cells (left)
in human splenic T cells collected from 16- to 19-week-old BRGSF-A2 HIS mice (n = 15), as a function of CD45R0O and CD27 expression (for hCD4
and hCD8 T cells), and CD28 and CCR7 expression (for CD27-CD45RO™ cells). Ty (CD27tCD45RO™"CCR7+CD28+), Tcy (CD27+CD45R0O™),
Tegm (CD27-CD45R0O™), and effector (Tg: CD27-CD45R0O™) hCD4™ T cells were identified separately. For hCD8™ T cells, subsets were defined as
follows: Ty (CD27+*CD45RO™CCR7+CD28%), Ty cells (Tgpmpa: CD27+CD45RO™CCR7-CD287; Temyem: CD271 CD45RO™) and effector T cells
(Tg: CD27-CD45RO, Tgr: CD27-CD45R0O™) hCD8*. (D and E) The frequency of Ty (open symbols), memory T cells (grey symbols), and effector
T cells (black symbols) in the blood and lymphoid tissues of female BRGSF-A2 HIS mice (D) and in the blood of HDs (E). Median and the median
and IQR are indicated respectively on scatter plot and column bar graph. Data for HIS mice are composite data from 4 independent experiments,
including 15 mice generated from 4 donors. Ten HDs were studied

we mainly discriminated among Ty, memory T cells (Tyy; comprising and hCD8* T cells regarding naive/memory differentiation, with the
central memory T cells [Tcy] and effector memory T cells [Tgy]), and exception of the proportion of effector hCD4* T cell that was slightly
effector T cells (Tg; Figs. 2C and D). Examples of the gating strategy higher in the context of HLA-A2+ donors compared to HLA-A2-
for hCD4* and hCD8" T cells isolated from female BRGSF-A2 HIS donors (Supplementary Fig. S1B). In the spleen, a high proportion of

mice are shown in Fig. 2C. The T cell subset collected from blood was human Ty was also observed. Finally, we noticed a radical difference
essentially constituted of naive hCD4" T cells (70.1% [45.1-76.0] Ty in the proportions of naive/memory/effector T cells in the BM, where
vs. 28.4% [22.2-52.6] Ty cells and 1.5% [1.1-2.1] T hCD4* T cells). the memory compartment was predominant (memory hCD4* T cells:
A similar trend was observed for hCD8* T cells. When comparing 76.6% [58.1-89.5]; memory hCD8* T cells: 70.3% [65.1-74.1]). When
blood samples from HIS mice generated with A2+ and A2~ donors, we sufficient numbers of human T cells were recovered, we were able

did not detect any major difference in the phenotype of both hCD4+ to distinguish among the Ty, Tem, and Tg hCD4* T cell subsets
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(Supplementary Fig. S2). At all sites studied, most of the memory
hCD4* T cells were Tcy. The low memory hCD8* T cell count pre-
vented a subset analysis for this T cell compartment. The proportion
of hCD4* Ty was higher in the blood of BRGSF-A2 HIS mice (70.1%
[45.1-76.0]) compared to HDs (42.7% [34.5-57.3]; Fig. 2E and Sup-
plementary Fig. S2); consequently, the proportion of Ty hCD4*
T cells was lower in samples from HIS mice than in samples from
HDs (Figs. 2D and E). We also found that the relative proportions of
hCD4+ Tg were lower in blood samples from HIS mice than in HDs
(Supplementary Fig. S2).

In summary, these observations demonstrate that T cells in the
blood of BRGSF-A2 HIS mice have a strongly humanized profile. As
seen in humans, the distribution of naive/memory T cell subsets in the

HIS mouse is also tissue specific.4>51

3.3 | Low proportion of CD57-expressing cells and
high proportion of KLRG1-expressing cells among T
cells in BRGSF-A2 HIS mice (as observed in HDs) but
high proportion of KLRG1-expressing cells among
naive T cells in HIS mice

We next studied the basal expression pattern of the senescence mark-
ers CD57 and KLRG1 in human T cells from BRGSF-A2 mice (Figs. 3
and 4). The frequencies of CD57-expressing T cells depended on the
tissue site (Figs. 3A and B); the proportion of CD57-expressing hCD4+
T cells was significantly higher in a BM cell preparation than in spleno-
cytes and PBMCs. A similar trend was also observed for hCD8* T cells,
although only the difference between BM cells and splenocytes was
statistically significant. When considering blood samples from HDs,
the proportion of CD57-expressing cells was significantly higher for
hCD8* T cells than for hCD4* T cells. This difference was not observed
in BRGSF-A2 HIS mice. The proportion of CD57-expressing hCD4*
T cells was low in samples from HIS mice and in samples from HDs
(Fig. 3B and Supplementary Fig. S3); although there was a statistically
significance mouse vs. HD difference, the low proportions observed
did not prompt us to investigate further. The proportions of CD57-
expressing cells hCD8* T cells were similar in samples from HDs and
from BRGSF-A2 HIS mice. Because the frequency of CD57-expressing
cells has been shown to be virtually absent on Ty, low on Ty, cells, and
relatively high on T¢ in human blood samples,>2 we determined CD57
expression in these subsets (Fig. 3C). As expected, CD57 expression
was not detected on Ty from any of the tissues in HIS mice—except
for a low percentage of hCD8™ T cells from the BM. CD57-expressing
memory T cell were detected in all tissues studied in HIS mice. The
percentages of CD57-expressing hCD4*+ and hCD8* memory T cells
were significantly higher among BM cells than among splenocytes (and
higher than among PBMCs for hCD4* T cells). It is noteworthy that
we did not observe significant proportion of CD57 expressing cells
among the Tg cell subsets collected in the spleen (and in BM for Tg
hCD4™" T cells). Finally, the blood samples from HDs and HIS mice did
not differ significantly with regard to the percentage of CD57% T cells
(Fig. 3C and Supplementary Fig. S3). It would have been interesting
to compare the proportion of CD57-expressing Tg cells in the blood
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FIGURE 3 Alow frequency of CD57-expressing cells by human T
cells in BRGSF-A2 HIS mice and HDs. (A and B) Frequency of CD57-
expressing hCD4* and hCD8™* T cells collected from the blood, spleno-
cytes, and BM of 16- to 19-week-old BRGSF-A2 HIS mice and in blood
from HDs. (A) Representative dot plot showing CD57 and hCD4+
expression on total hCD3™ cells in HIS mouse splenocytes. (B) Graphs
showing the frequency of total hCD4+ and hCD8* T cells express-
ing CD57 in blood, splenocytes, and BM from HIS mice (histograms)
and in blood from HDs (the scatter plot). The median are indicated.
(C) Frequency of CD57-expressing naive, memory, and effector hCD4+
and hCD8* T cell subsets in blood, splenocyte, and BM preparations
from HIS mice and in blood from HDs. Median and the median and
IQR are indicated on scatter plot and column bar graph, respectively.
Datafor HIS mice are composite data from 4 independent experiments,
including 15 mice generated from 4 donors. Ten HDs were studied.
Statistically significant differences (as determined in a nonparametric
Mann-Whitney test [for CD4 and CD8 comparison] and a Kruskal-
Wallis test [for the comparison among tissues]) are indicated as

*Hk

follows: P <0.05,"P<0.01,and P> 0.001

for HDs vs. HIS mice, because high proportions of CD57-expressing
hCD4* and hCD8* Tg cells were observed in the donor blood sam-
ples (63.3% [38.0-85-7] and 65.5% [49.5-82.3], respectively). How-
ever, the proportion of Tg cells in the HIS mice was too low for a valid
comparison. Taken as a whole, our results show that the proportion of
CD57-expressing cells on human T cells in the BRGSF-A2 HIS mouse
was site dependent. Furthermore, the frequency of CD57-expressing
cells among total (and memory) hCD8™ T cells in the blood was much
the same in HIS mice and HDs.

We also determined the proportion of KLRG1-expressing hCD4+
and hCD8" T cells (Fig. 4A). In BRGSF-A2 HIS mice, the percentage
of KLRG1-expressing T cells was consistently high and depended (at
least in part) on the tissue; we found that the percentage of KLRG1-
expressing hCD8* T cells (but not hCD4™ T cells) was higher in the
BM than in the blood (Figs. 4A and B). When comparing murine and
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We found similar proportions of KLRG1-expressing memory hCD4+
in blood from BRGSF-A2 HIS mice and from HDs. Furthermore, the
percentage of KLRG1-expressing memory hCD8™" T cells was lower in
blood from BRGSF-A2 HIS mice than in blood from HDs (Supplemen-
tary Fig. S3). These two observations suggest that the KLRG1 pheno-
type differs specifically (relative to humans) for the Ty, compartment in
BRGSF-A2 HIS mice. As mentioned above, the very low effector T cell
counts in the blood of HIS mice prevented us from comparing KLRG1
expression in this subset vs. HDs. To confirm that the high expression
of KLRG1 on naive hCD4* T cells did not prevent proper activation,
we studied the cytokine production profile of the hCD4* T cell com-
partment following short in vitro stimulation. Human CD4* T cells in
the BRGSF-A2 HIS mice exhibited significant proportions of cells pro-
ducing y-IFN. Limited percentage of hCD4* T cells containing IL-4 and

Taken as a whole, our results in BRGSF-A2 HIS mice confirmed
the situation in humans; the proportion of CD57- and KLRG1-
expressing cells are not equivalent. The blood of HIS mice contained
a low percentage of CD57-expressing cells and a high percentage of
KLRG1-expressing cells—as is observed in human blood. Moreover, the
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FIGURE 4 A high frequency of KLRG1-expressing cells by
T cells from BRGSF-A2 HIS mice, due to a high frequency of
KLRG1-expressing cells by naive hCD4 T cells. (A and B) Frequency
of KLRG1-expressing hCD4* and hCD8" T cells collected from the
blood, splenocytes, and BM of 16- to 19-week-old BRGSF-A2 HIS mice
and in blood from HDs. (A) A representative dot plot showing KLRG1
and hCD4 expression on total hCD3* cells in HIS mouse splenocytes.
(B) Frequency of total hCD4* and hCD8™* T cells expressing KLRG1 in
blood, splenocytes, and BM from HIS mice (histograms) and in blood
from HDs (the scatter plot). The median values are indicated. (C) Fre-
quency of KLRG1-expressing cells among naive, memory, and effector
hCD4* and hCD8™" T cell subsets in the blood, splenocytes, and BM
from HIS mice and in blood from HDs. Median and the median and
IQR are indicated on scatter plot and column bar graph, respectively.
Datafor HIS mice are composite data from 4 independent experiments,
including 15 mice generated from 4 donors. Ten HDs were studied.
Statistically significant differences (as determined in a nonparametric
Mann-Whitney test [for CD4 and CD8 comparison] and a Kruskal-
Wallis test [for the comparison among tissues]) are indicated as fol-
lows: "P<0.05and "P<0.01

human blood samples, we observed that the proportion of KLRG1-
expressing hCD4+ T cells was higher in HIS mice than in HDs (59.3%
[44.4-83.2] vs. 13.1% [10.6-20.6], respectively; P < 0.0001), whereas
proportion of KLRG1-expressing hCD8* T cells was higher in HDs than
in the HIS mice (39.9% [33.5-49.2] and 62.1% [55.9-68.4], respec-
tively; P = 0.0006; (Fig. 4B and Supplementary Fig. S3). Given that
KLRG1 expression depends on the T cell differentiation status, we
determined KLRG1 expression in Ty, Ty, and Tg T cells. We found that
the percentages of KLRG1-expressing naive hCD4* and hCD8* T cells
(82.6% [61.6-89-9] and 27.8% [22.1-39.5], respectively) in the blood
of BRGSF-A2 HIS mice were significantly higher than those observed
in blood from HDs (3.3% [2.5-5.0] and 4.6% [4.0-6.3]; P < 0.0001
and P = 0.0002, respectively; (Fig. 4C and Supplementary Fig. S3).

senescence phenotype also depended on the tissue site, due to both
changes in the proportion of cells naturally expressing higher levels of
these markers (Ty, cells), and inherent tissue-specific differences: the
percentage of KLRG1-expressing memory hCD8* T cells was higher
among BM cells than among PBMCs and splenocytes.

3.4 | Thefrequency of PD-1 expressing cells among
T cells was similar in BRGSF-A2 HIS mice and HDs,
whereas the frequency of TIGIT-expressing cells was
less frequent on the mice’'s hCD4+ T cells

We next determined the exhaustion profile of T cells in the BRGSF-A2
HIS mouse model by focusing on PD-1 and TIGIT expression (Figs. 5A
and B). The frequency of T cells expressing PD-1 was significantly
higher among BM cells than among splenocytes and PBMCs (87.5%
[62.6-94.8] and 80.6% [57.5-91.1] for BM hCD4+ and hCD8* T cells,
respectively, vs. 51.2% [42.3-68.2] and 51.5% [39.2-59.1] for spleno-
cytes and 28.1% [18.4-50.4] and 41.7% [27.8-66.4] for PBMCs). The
frequencies observed in the blood of BRGSF-A2 mice were essentially
those observed in HD (Fig. 5B and Supplementary Fig. S3), although
a significant difference in the percentages of PD-1* hCD4* vs. PD-
1t CD8* T cells was observed in human blood samples but not in
BRGSF-A2 mice. Because the high proportion of PD-1 expressing cells
in BM could essentially reflect a high frequency of Ty, cells in this
tissue,>123 we next evaluated PD-1 expression as a function of the
T cell differentiation status.®® As expected, the frequency of PD-1
expressing cells among the HIS mouse’s Ty, hCD4* and hCD8* cells
(and effector hCD4* and hCD8* cells, when available) was higher than
among Ty in all the tissues studied (Fig. 5C). The percentage of PD-1-
expressing memory T cells (98.2% [96.1-99.2] for hCD4* T cells and
92.7% [81.3-94-9] for hCD8™ T cells) was higher among BM cells than
among splenocytes or PBMCs. In the spleen, we observed a signifi-
cant difference in the percentage of PD-1-expressing cells between
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FIGURE 5 An intermediate frequency of PD-1-expressing cells
in BRGSF-A2 HIS mice, in agreement with data on blood from HDs.
(A and B) The frequency of PD-1-expressing cells among hCD4* and
hCD8™ T cells collected from the blood, splenocytes, and BM of 16-
to 19-week-old BRGSF-A2 HIS mice and in blood from HDs. (A) Rep-
resentative dot plot showing PD-1 and hCD4 expression on total
hCD3™* cells in HIS mouse splenocytes. (B) Graphs showing the fre-
quency of total hCD4" and hCD8™* T cells expressing PD-1 in blood,
splenocyte, and BM preparations from HIS mice (histograms) and
in blood from HDs (scatter plot). The median values are indicated.

(C) Frequency of PD-1-expressing naive, memory, and effector hCD4+
(continued on the next column)

memory hCD4*" and hCD8™" T cells (Fig. 5C) that was also detected
when comparing MFI. We observed a lower proportion of memory
hCD4* T cells expressing PD-1 in blood from HDs than in blood from
HIS mice (P < 0.0001). However, there was no such difference for
memory hCD8* T cells (P = 0.1220). Although a high proportion of
effector T cells is expected to express PD-1, a comparison was not pos-
sible for the latter because the effector T cell count was prohibitively
low (Fig. 5C).

Given that PD-1’s exhaustion activity is correlated with its interac-
tions with its ligands, we next assessed the availability of PD-L1 in the
various tissues collected from the BRGSF-A2 HIS mice (Fig. 5D). The
percentage of PD-L1-expressing myeloid (hCD337) cells depended on
the tissue considered: 73.4% [67.7-79.2] among PBMCs, 14.4% [13.5-
18.8] among splenocytes, and 20.2% [14.9-24.4] among BM cells.
The percentage of PD-L1-expressing cells was significantly higher for
myeloid cells than for hCD3* and hCD 197 cells in blood and the BM,
but not in the spleen. We then further characterized PD-L1 expres-
sion by cDCs (hCD11ct), monocytes (hCD14ThCD16+/~), and plas-
macytoid DCs (pDCs; hCD303thCD123%) in particular (Fig. 5E). In
all tissues, we observed a higher frequency of PD-L1-expressing cells
among monocytes than among cDCs and pDCs. PD-L1 expression on
the various myeloid subsets also differed from one tissue to another:
the frequency of PD-L1-expressing monocytes was lower among BM
cells (53.9% [51.6-60.2]) than among splenocytes (79.6% [76.7-85.4])
and PBMCs (90.3% [86.7-91.9]). The frequency of PD-L1* ¢DCs and
pDCs was also significantly lower among BM cells than among PBMCs.
Finally, we observed various levels of PD-L1 expression (according to
the mean fluorescence intensity) among the splenocytes: pDCs did
not express PD-L1 except for a small fraction, whereas cDCs had low
homogeneous levels of PD-L1 expression and monocytes expressed
high levels (Fig. 5F). In conclusion, the BRGSF-A2 HIS model displays
a tissue-specific pattern of PD-1/PD-L1 expression, with high percent-
age of PD-1 expressing cells among T cells in the BM and high percent-
age of PD-L1 expressing cells among hCD33™ cells in the blood.

Finally, we evaluated the impact of anti-PD1 administration in
BRGSF-A2 HIS mice in the absence of infectious or tumoral challenges.

The aim was to study the stability of the human compartment and

and hCD8* T cell subsets in in blood, splenocyte, and BM prepa-
rations from HIS mice and in blood from HDs. Median and the
median and IQR are indicated on scatter plot and column bar graph,
respectively. (D and E) Percentage of PD-L1 expressing cells in blood,
splenocyte, and BM preparations from BRGSF-A2 HIS mice. Graphs
showing the frequency of PD-L1-expressing cells among hCD3,
hCD19, and hCD33 cells (D) or among hCD14+thCD16%~ monocytes,
hCD11c* ¢DC and CD123*CD133* pDC cells (E), together with his-
tograms of PD-L1 expression by these subsets (F). Data for HIS mice
are composite data from 4 independent experiments (A and B) on 15
mice generated from 4 donors or from a single experiment on 9 mice
generated with 2 donors (D, E, and F). Statistically significant differ-
ences (as determined in a nonparametric Mann-Whitney test [for CD4
and CD8 comparison] and a Kruskal-Wallis test [for the comparison
among tissues and among myeloid subsets]) are indicated are indicated
as follows: P < 0.05, "P < 0.01, P < 0.001,and """P < 0.0001

Ak



LABARTHE ET AL.

notably the human T cell compartment in the HIS model. After 4 injec-
tions of nivolumab within 10 days, we analyzed the characteristics
of the human T cell compartment at day 3 and 11 following the last
injection. We observed that PD-1 expression was not detected on T
cells both at day 3 and day 11, presumably reflecting the masking of
PD-1 by the nivolumab as previously described>5¢ (Supplementary
Fig. 5A) and confirming the long-term persistence of the Ab. Impor-
tantly, the numbers of hCD45% cells, hCD3* cells, and hCD4* and
hCD8* T cells were not modified by the anti-PD-1 treatment (Sup-
plementary Fig. 5B). The numbers of naive and memory hCD4+
and hCD8* T cells were not affected, although a trend toward a
reduction in the numbers of both effector hCD4* and hCD8™ T cells
was observed (Supplementary Fig. 5C). When assessing T cell subset
percentages, modest changes within the CD8* T cell compartment
were detected, affecting transiently the memory T cell subsets: the
percentage of memory T cells was lower at d3 post-treatment com-
pared to nontreated animals and restored at d11. Altogether, we thus
demonstrate that the human chimerism and the profile of the human
T cell compartment were not drastically affected by the injection of
anti-PD-1 in this steady-state context, although the ligation of the
nivolumab on T cells was observed and persistent.

We next assessed TIGIT expression (Fig. 6A). In the blood and
spleen of BRGSF-A2 HIS mice, the frequency of TIGIT-expressing cells
was higher among hCD8* T cells than among hCD4* T cells (Fig. 6B).
TIGIT-expressing cells were detected in all tissues analyzed, with a sig-
nificantly higher frequency of TIGIT-expressing hCD4* T cells in the
BM preparation (46.5% [35.8-54.8]) than among splenocytes (14.6%
[10.4-24.8]) and PBMCs 9.7% [7.4-16.7]. In both the HIS mice and
HDs, the proportion of TIGIT-expressing cells was higher for h\CD8* T
cells than for hCD4™" T cells (Fig. 6B and Supplementary Fig. S3). How-
ever, the percentage of TIGIT-expressing hCD4* T cells was higher in
HDs (22.9% [17.6-29.0]) than in BRGSF-A2 HIS mice. As expected, the
TIGIT-expressing cells were predominantly found within the Ty, and
Te cell subsets (Fig. 6C). The high frequency of TIGIT-expressing Ty
cells in HIS mouse recapitulates the profile observed in the blood sam-
ples from HDs. The frequency of TIGIT-expressing memory hCD4*+ T
cells was higher among the mice’s BM cells than among their spleno-
cytes and PBMCs. There were no significant inter-tissue differences
in the proportion of TIGIT-expressing cells by memory hCD8* T cells.
It is noteworthy that significant proportion of TIGIT-expressing cells
was observed on the naive hCD8* T cell fraction in the mice’s BM
cells but not among their PBMCs and splenocytes. Finally, given that
highly exhausted cells may express several immune checkpoints at the
same time, we analyzed the frequency of cells expressing both TIGIT
and PD-1 in BRGSF-A2 HIS mice (Fig. 6D). For the PBMCs and spleno-
cytes, the frequency of cells co-expressing PD-1 and TIGIT was higher
among hCD8* T cells than among hCD4* T cells. When consider-
ing hCD4* and hCD8* T cells, the frequency of cells co-expressing
PD-1 and TIGIT was higher in the BM (45.4% [35.4-54.4] and 59.5%
[34.7-75.3], respectively) than among splenocytes (12.3% [9.4-23.3]
and 27.7% [13.0-38.1], respectively) and PBMCs (7.4% [4.9-12.4]
and 24.7% [14.4-47.3], respectively). With regard to human data,
there was also an hCD4% vs. hCD8* difference in the frequency of
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FIGURE 6 An intermediate frequency of TIGIT-expressing cells
in BRGSF-A2 HIS mice, in agreement with the data on blood from
HDs. (A and B) Frequency of TIGIT-expressing hCD4* and hCD8* T
cells collected from the blood, splenocytes, and BM of 16- to 19-week-
old BRGSF-A2 HIS mice and in blood from HDs. (A) A representative
dot plot showing TIGIT and hCD4 expression on splenic hCD3™ cells
in HIS mouse splenocytes. (B) Graphs showing the frequency of total
hCD4* and hCD8* T cells expressing TIGIT in blood, splenocyte, and
BM preparations from HIS mice (histograms) and in blood from HDs
(scatter plot). (C) Frequency of TIGIT-expressing naive, memory, and
effector hCD4* and hCD8™* T cell subsets in blood, splenocyte, and BM
preparations from HIS mice and in blood from HDs. (D) A representa-
tive dot plot showing PD-1 and TIGIT expression on splenic hCD4*+ T
cells, and a graph showing the frequency of cells co-expressing PD-1
and TIGIT among hCD4* and hCD8* T cells from BRGSF-A2 HIS mice
and in blood from HDs. Median and the median and IQR are indicated
on scatter plot and column bar graph, respectively. Data in HIS mice
are composite datafrom 4 independent experiments, including 15 mice
generated from 4 donors. Statistically significant differences (as deter-
mined in a nonparametric Mann-Whitney test [for CD4 and CD8 com-
parison] and a Kruskal-Wallis test [for the comparison among tissues])
areindicated are indicated as follows: P <0.05,"P<0.01, " P < 0.001,
and ""p < 0.0001
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co-expressing cells (15.5% [12.1-19.9] and 24.6% [17.7-30.2], respec-
tively). As observed for the proportion of TIGIT-expressing cells, the
percentage of PD-1*TIGITT hCD4* T cells was higher in HDs than in
BRGSF-A2 HIS mice (Fig. 6D and Supplementary Fig. S3).

In conclusion, the results for PD-1 and TIGIT expression were not
identical; the frequency of PD-1 expressing cells was similar in T cells
from HDs and those from the HIS mice, whereas the percentage of
TIGIT-expressing hCD4* T cells was higher in HDs than in BRGSF-A2
HIS mice.

3.5 | The human T cell chimerism was preserved in
55-week-old BRGSF-A2 HIS mice

Given the use of BGRSF-A2 HIS mice as a preclinical model may
require long-term follow-up for the development of the pathological
context required and the assessment of the therapy’s efficacy, we next
assessed the long-term persistence of the human cell engraftment. We
analyzed human cell engraftment in the PBMCs, SP and BM of female
BRGSF-A2 HIS mice at 3 different ages: adult (16 to 19 weeks), inter-
mediate (31 to 39) and aged (51 to 55-week-old) animals (Fig. 7). The
absolute hCD45% cell counts in the blood (expressed as cells/ml) was
significantly lower in the aged animals compared to the adult. In SP and
BM, the decrease in hCD45* cell counts was already detected in inter-
mediate compared to adult animals. Such decrease was maintained in
old animals. Importantly, the absolute hCD3*, hCD4* and hCD8* T
cells counts were preserved in spleen and BM of intermediate and aged
animals whereas a slight decrease was observed in the blood of aged
compared to adult animals (Fig. 7A). In Fig. Sup S6, both numbers and
percentages of hCD45% and hCD3™ are represented. Whereas hCD45
percentages and numbers provided a very similar information, some
discrepancies were observed when considering hCD3 percentages and
numbers: hCD3 percentage varied with age whereas hCD3 numbers
were essentially preserved. The increase in T cell percentages indi-
rectly reflected the preferential decrease in non-T cell fraction, most
probably B cells. We next evaluated the naive/memory/effector dif-
ferentiation profile of hCD4* and hCD8* T cells in splenocytes from
BRGSF-A2 at the 3 different ages (Fig. 7B). The absolute numbers of
naive, memory and effector hCD4+ T cells were similar at all ages. A
gradual decrease was observed when considering the absolute num-
ber of naive hCD8* T cells which was significantly lower in interme-
diate and aged animals compared to the adults. We next determined
the exhaustion and senescence profiles of T cells. As shown in Fig. 7C,
the frequencies of effector hCD4* and hCD8* T cells expressing PD-1
were significantly higher in aged animals compared to the adults. The
percentage of PD-1 expressing cells was also increased among memory
hCD8™* T cell compared to adults. The proportions of memory/effector
hCD8™* T cells expressing CD57 was also increased in intermediate and
aged animals compared to the adult mice.

In conclusion, the analysis of human reconstitution kinetic in
humanized mice showed a stable T cell compartment, although phys-
jological signs of ageing were also detected (such as lower absolute
numbers of naive T cells, increase in the proportion of cells expressing

exhaustion, and senescence markers).

3.6 | In BRGSF-A2 HIS mice, SCAT tissue displays a
highly humanized immune profile

Finally, we looked at whether a nonlymphoid site (SCAT) achieved
humanization; SCAT has been described as a site at which PD-1+
memory T cells accumulate.*® We first analyzed the level of human
cell engraftment: significant proportions of hCD45" cells were recov-
ered in SCAT (55.6% [44.6-68.2]; Fig. 8A, left). We next looked at
the human T cell compartment and its differentiation profile in the
murine SCAT. When considering hCD3* cells, the hCD4:hCD8 ratio
was 9.4 [6.8-13.5] and thus attested to the predominant accumula-
tion of hCD4* T cells in SCAT (Fig. 8A, right). We next determined the
hCD4* T cells’ differentiation profile as a function of CD45RO and
CD27 expression (Fig. 8B, left). In agreement with the reported fea-
tures of human SCAT40 hCD4+ T cells collected from the HIS mouse’s
SCAT were mainly CD45RO™ (53.5% [33.8-87.3]). We also evaluated
the frequency of PD-1-expressing cells among hCD4* T cells collected
from the BRGSF-A2 HIS mice’s SCAT (Fig. 8B, right); there was a high
frequency of PD-1-expressing CD45RO* hCD4* T cells (56.5% [50-
80]) in the SCAT.

Overall, we found a high proportion of hCD45" T cells in the murine
SCAT. The phenotype of human T cells recovered from adipose tis-
sue in the BRGSF-A2 HIS mouse resembles that described in human
SCAT samples.

4 | DISCUSSION

Immunotherapies targeting immune checkpoints have delivered major
therapeutic progress, notably in patients with late-stage cancer where
the treatment’s risk-benefit balance is considered to be acceptable.
The use of similar therapeutic strategies in less severe clinical contexts
(such as chronic viral infections or less aggressive tumors) requires
better knowledge of the drugs’ impact. Furthermore, the therapeutic
benefits of anti-immune checkpoint strategies might be accentuated
by combining the latter with conventional cancer drugs,?” vaccina-
tion/antiretroviral agents, or other types of immunotherapy. Human-
ized mice may represent an important tool to evaluate these various
therapeutic strategies.

The choice of an HIS model is still a crucial step before consider-
ing preclinical studies due to the different strategies available (tissue
graft and/or HSCs graft) and the constant improvement of these mod-
els. A first criterion for a preclinical assay is the capacity to generate
large cohorts of animals that are homogeneous for humanization and
exhibiting robust and long-term chimerism. In that respect, HIS models
requiring tissue transplants combined to HSC injection remain techni-
cally challenging. The BLT HIS model (NOD/SCID mice co-transplanted
with human fetal liver and thymus tissues along with autologous
CD34* HSC)?8 is aninteresting but technically difficult model to set up
for studies with high number of animals due to the limited access to this
combination of tissue. A limitation commonly described for this model
is the progressive development of graft-versus-host disease.>?0 The
Neo-Thy HIS model®? offers an interesting alternative to produce suf-
ficient numbers of animals by transplanting nonfetal human thymus
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FIGURE 7 Robusthuman T cell compartment in the blood and lymphoid tissues in 16- to 55-week-old BRGSF-A2 HIS mice. (A) Total number
of hCD45%, hCD3*, hCD4+, and hCD8* cells measured among PBMCs, splenocytes, and BM cells (1 femur) from 16- to 19-week old (n = 15), 31-
to 39-week old (n = 18), and 51- to 55-week old (n = 13) female BRGSF-A2 HIS mice. Counts in blood are expressed in cells per milliliter. Each
dot represents 1 HIS mouse, and the median values and IQR are shown. (B) Total number of Ty (open symbols), memory T cells (gray symbols),
and effector T cells (black symbols) hCD4* T cells (right) and hCD8* T cells (left) in human splenic T cells collected from BRGSF-A2 HIS mice.
(C) Frequency of PD-1 and CD57-expressing naive, memory, and effector hCD4* and hCD8™ T cell subsets in splenocyte preparations from HIS
mice. Median and the median and IQR are indicated on scatter plot and column bar graph, respectively. Data for HIS mice are composite data from
9 independent experiments, including 46 mice generated from 22 donors. Statistically significant differences (as determined in a nonparametric
Kruskal-Wallis test) are indicated as follows: "P <0.05, P <0.01, P <0.001, and ~"P < 0.0001



LABARTHE ET AL.

JOURNAL OF
12 JLB LEUKOCYTE

BIOLOGY

1001

SVF

804
604 S

404

% hCD45* cells
among leukocytes

201

hCD45

100+

80 1

60 1

401

hCD45R0O
% CD45RO* cells
among CD4+T cells

204 o

hCD4*

hCD45RO

hCD45* 201 301
105 2 25-
28 151 ° %
Bt = 20+
] °og ] °
: %8 101 Q151
Q2 . < o®
¥ ) o 310{>e
o0
— R 2 51e 2 ®e
IR TR £ ::-:- 54
hCD3 0 l—p— 04—
AT AT
[2]
3 100-
o
L oeo] o
23
30 .
87 6014
9 .
S% 4
o 1
=0 .
hPD1 o 207
o
E od—
hCD45RO*

FIGURE 8 Enrichment in hCD4 T cells with a memory phenotype, and a high proportion of PD-1-expressing cells in the SCAT of BRGSF-
A2 HIS mice. Human T cells in the SVF isolated from abdominal SCAT in 16-week-old female BRGSF-A2 HIS mice (n = 9). (A) Representative dot
plots showing the expression of mCD45 and hCD45 on SVF cells (left dot plot) and hCD3* hCD45 SVF cells (right dot plot). The graph shows
the proportion of hCD45% SVF cells, the frequency of hCD3* hCD45 SVF cells, and the hCD4:hCD8 ratio. (B) Dot plots showing expression of
hCD45R0O and hCD27 (left dot plot) or hPD-1 (right dot plot) by hCD4* T cells from the SVF. Each dot represents 1 HIS mouse. Median values are
indicated. Data in HIS mice are composite data from 2 independent experiments, including 12 mice generated from 3 donors

fragments paired with umbilical cord blood HSCs. The access to higher
quantity of nonfetal human thymuses (obtained during neonatal car-
diac surgery) allows grafting of more than 40 mice with the same tis-
sue, but the HSC source may not be autologous. Because this model
provides a human thymic environment (although the murine thymus is
still functional), it may deliver an interesting tool, notably for studies
focusing on central and peripheral tolerance.

An alternative strategy for the humanization of the immune sys-
tem relies on the sole transplantation of hematopoietic stem cells. The
two main models (NOG/NSG or BRGS/BRGSF/BRGSF-A2) include yc-
deficient recipients and lack lymph node structure, a limitation that
was recently addressed by enforcing perinatal lymph node generation
through mouse TSLP ectopic expression.62 Although HSC transplanta-
tion in hosts is a simpler process, an important limitation of this model
is the MHC restriction developing in the murine thymus of these ani-
mals. To circumvent the limitation of human cells being educated in the
murine thymus by mouse class Il and | molecules, the introduction of
human class | (as used in the BRGSF-A2 model) or human class I/class
1163 transgenes has been performed. However, recent observations
demonstrate that human thymocytes show similar behavior in mouse
and human thymic environments®* and that HSC-derived cells partic-
ipate to thymic selection,®® including thymocytesé®47 and B cells.%®
These observations suggest that human Class | or Class Il transgene
expression on the thymic epithelial cells may not be strictly required.
Overall presentation by transgenic human HLA-A2, donor human HLA,
and mouse endogenous MHC may occur in the thymus and the periph-
ery because the animals are still competent for mouse MHC class |

and class Il expression. Despite these variable sources of cells ensur-

ing thymic selection and peripheral contacts, the high proportion of
naive hCD4* and hCD8* T cell and their long-term survival detected
in the BRGSF-A2 HIS mice were important insights on the efficacy of
the thymic selection and peripheral survival.

When comparing the quality of humanization obtained from A2+
and A2- donors (Supplementary Fig. S1), we observed higher per-
centage (and number) of hCD45" cells among total CD45" cells in
the blood when using A2* donor cells. Surprisingly, a higher num-
ber of hCD19* but not hCD3*, hCD4*, or hCD8* numbers drove
the higher hCD45" cell reconstitution. Furthermore, no difference in
naive/memory differentiation, exhaustion, and senescence profile was
observed among hCD8™* T cell, confirming the limited impact at steady
state of matched or mismatched donors. The significantly higher num-
ber of hCD19* cell numbers when using HLA-A2* donors has also
been recently described when comparing BRGS-A2DR2 vs. BRGS HIS
animals,®3 but the mechanism responsible for this observation remains
unclear. However, one may expect major advantages of using matched
HLA when considering the monitoring of various hCD8* T responses
and in context of tumoral and/or infectious challenges rather than in
steady-state conditions.

A second criterion, that was the focus of the current work, is
to observe equivalent cell phenotypes in terms of senescence and
exhaustion compared to clinical contexts. This question is especially
relevant for the study of the efficacy of anti-immune checkpoint
strategies. Of course, this comparison may inherently be biased to
some extent because of differences in antigen stimulation, ageing,
exposure to pollutants, etc. The environmental differences surround-

ing HIS mice may drastically alter the exhaustion and senescence
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profile. We therefore decided to perform an in-depth, tissue-specific
analysis of human markers among PBMCs, splenocytes, BM cells, and
SCAT cells sampled from the BRGSF-A2 HIS mouse. In parallel, we com-
pared T cell profiles in blood samples collected from the HIS mice and
from humans (HDs).

BRGSF-A2 HIS mice accommodate the development and marked
accumulation of human hematopoietic cells among PBMC, splenocyte
(where up to 80% of CD457 cells are human), BM, and SCAT prepa-
rations, although the exact levels vary from one tissue to another. We
also evaluated the hCD4:hCD8 ratio, which reflects the quality of the
immune reconstitution in the HIS model but also immune senescence
in a clinical setting. The hCD4:hCD8 ratios observed in murine tissues
were very similar to those described in the human.#> We also charac-
terized the relative proportion of Ty, and Ty cells, which indicates both
the quality of reconstitution and serves as a standard marker of ageing.
In the mice’s blood, the T cell population was essentially constituted of
naive hCD4* and hCD8* T cells. As described in humans,*®>1 the pro-
portion of Ty, depended on the tissue; Ty represented the major T cell
compartment in PBMCs and splenocytes, whereas Ty, cells predomi-
nated among BM and SCAT cells. The frequency of Ty was higher in
HIS mice than in HDs. The larger Ty compartment in BRGSF-A2 HIS
mice presumably reflects (i) the mice’s strict housing conditions (i.e.,
with much less environmental stimulation than in HDs), and (ii) the
potential age bias (i.e., comparing of 20-week-old humanized mice to
adult HDs). Very few effector T cells were detected in BRGSF-A2 HIS
mice, which strengthens the hypothesis of limited environmental stim-
ulation and thus limited activation of the T cell compartment in the
HIS mouse.

We found that the expression patterns of four selected cell surface
markers (CD57, PD-1, KLRG1, and TIGIT) varied according to the
tissue source and the naive/memory/effector distribution in HIS
mice. There were also difference in the proportion of expressing cells
when considering blood samples from HIS mice and from HDs. Our
analysis of the CD57 and KLRG1 senescence markers generated
opposing results. A low frequency of CD57 expression was observed
for hCD4* and hCD8* T cells in all tissues from BRGSF-A2 HIS mice;
the frequency was significantly higher in the BM than in the spleen
and/or blood. In contrast, high frequencies of KLRG1-expressing cells
were seen in all tissues—particularly in BM hCD8* T cells, relative
to PBMCs. This discrepancy between CD57 and KLRG1 expression
observed here was also found in literature studies of human blood
samples.b? A more specific analysis of the effector T cell subsets
would have been useful for refining the senescence profile. However,
effector T cell counts are very low in the BRGSF-A2 HIS model. We
were therefore unable to directly compare the effector T cell subsets
in blood samples from the HIS mice and HDs. The frequency of CD57-
expressing Ty and Ty, cells was negligible in the BRGSF-A2 HIS model
and in blood samples from HDs—confirming the human-like devel-
opment of the T cell compartment in these mice. A different picture
emerged for KLRG1; the proportion of KLRG1-expressing Ty cells in
the blood was higher for BRGSF-A2 HIS mice than for HDs. In contrast,
we found lower proportions of KLRG1-expressing memory hCD8*
T cells in blood from the BRGSF-A2 HIS mouse than in donor blood,

JOURNAL OF
JLB LEUKOCYTE 13
BIOLOGY

and did not see an interspecies difference for memory hCD4*+ T
cells—suggesting that the BRGSF-A2 HIS mouse’s Ty compartment
has a distinctive phenotype. Although human Ty barely express
KLRG1, Marcolino et al.”® demonstrated that a substantial proportion
of human cord blood Ty do express this marker. Naive KLRG1* T cells
proliferate normally, thus revealing an unexpected heterogeneous
human T cell population in newborns. We evaluated whether the
humanization in neonates may introduce a bias by generating immune
cells in an immature and inflammatory environment and/or whether
it was due to the intrinsic properties of the BRGSF-A2 model. We
compared two HIS mouse production standards, namely, NSG-HIS
mice generated with young adults vs. BRGSF-A2 HIS mice generated
in neonates. High percentage of KLRG1 expressing cells was observed
in both BRGSF-A2 and NSG naive hCD4™ T cell compartment (data not
shown). The high proportion of KLRG1-expressing Ty in the BRGSF-A2
HIS mouse might be associated with the use of hematopoietic stem
and progenitor cells from human umbilical cord blood in neonates
for the humanization process; it might reflect immaturity, rather than
senescence. Alternately, the lack of human MHC class Il by the mouse
thymic epithelium may favor such specific phenotype of naive hCD4+
T cells. Unfortunately, no data are available in thymic tissue/HSC
transplantation models to address this hypothesis. Importantly,
KLRG1 expression on naive hCD4+ T cells did not appear to preclude
the normal differentiation of Ty into memory and effector T cells and
it was also observed (albeit at a lesser extent) on hCD8* T cells. Taken
as a whole, our results indicate that T cells in BRGSF-A2 HIS mice
exhibit a limited senescence profile (as assessed by CD57) on hCD8%
T cells, although KLRG1 expression was unexpectedly observed for
naive T cells.

Regarding the expression of exhaustion markers, we found high pro-
portions of PD-1-expressing T cells among PBMCs, splenocytes, and
SCAT cells in HIS mice. In the BM, PD-1 expression was nearly con-
stitutive, and the frequency of expressing cells differed significantly
from that observed in PBMCs and splenocytes. Higher percentages
of TIGIT-expressing hCD4™" T cells were observed in the BM, relative
to splenocytes and/or PBMCs. These differences in frequency were
partly due to the tissue-specific distribution of naive, memory, and
effector T cells. Furthermore, these markers were more frequently
expressed by memory T cell subsets recovered from the BM than by
the corresponding cells from blood and the spleen. When comparing
T cell profiles in the blood of HIS mice and HDs, the frequencies of
PD-1-expressing T cells were generally similar.4? Simultaneously, the
frequency of TIGIT-expressing hCD4* T cells was lower in BRGSF-A2
HIS mice than in HDs; a similar trend was observed for hCD8* T cells.
We found that memory hCD4* T cells (but not memory CD8* T cells)
in BRGSF-A2 HIS mice had a mixed phenotype, with a relatively high
proportion of PD-1-expressing cells and a relatively low proportion of
TIGIT-expressing cells. This difference presumably reflects variation in
memory T cell differentiation in the two models but also confirmed that
PD-1 and TIGIT are not necessarily regulated in the same way. Over-
all, we showed that the exhaustion process in BRGSF-A2 mice is quite
similar to that that observed in human CD8* T cells and (albeit to a
lesser extent) memory CD4% T cells.
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We next compared PD-1 expression on T cells with PD-L1 expres-
sion on myeloid cells. PD-L1 expression differed as a function of the
myeloid subset and the tissue considered. Our analysis prompted sev-
eral conclusions: (i) the analysis of the frequencies of PD-L1 expressing
cells in the blood may not directly reflect the ligand’s physiological
frequencies in lymphoid tissues; (ii) the cell-specific expression of
PD-L1 also raises the question of whether the capacity to induce
exhaustion depends on the myeloid populations interacting with the
PD-1* T cells; and (iii) the constitutive expression of PD-1 in some
tissues (such as the BM and, to a lesser extent, SCAT) suggests that
anti-PD-1 therapies may have local toxicity. However, T cells residing
in the BM exhibited a high frequency of PD-1and TIGIT co-expression,
indicating that these cells are highly (and potentially irreversibly”172)
exhausted. The high frequency of PD-1-expressing cells in SCAT
from the BRGSF-A2 HIS mouse (as observed in human samples) also
provides a valuable tool for studying the impact of anti-PD-1 therapies
on adipose tissue; the latter is currently attracting renewed interest
with regard to its metabolic and immune functions.*47374 Finally,
we confirm the long-lasting human chimerism, T cell compartment
being preserved in aged animals, although physiological changes
associated with ageing were observed (decreased proportion of Ty
CD8* T cells; increased proportion of PD-1 expressing cells among
effector T cells). The decrease in the number of total hCD45* that it is
mainly due to gradual human B cell loss is commonly described in HIS
mice.”> Additionally, we confirmed that administration of anti-PD1
treatment did not interfere with human chimerism and, as expected in
the absence of overt stimulation, did not induce major changesin T cell
differentiation and senescence phenotype.

In conclusion, the development of suitable small-animal models
(like the BRGSF-A2 HIS mouse) that recapitulate human senescence
and exhaustion profiles in vivo should facilitate the analysis of the
mechanisms regulating the expression of immune checkpoints and
senescence markers and the impact of these pathways on immune
response to tumors, chronic infections, and viral latency.>® It has
already been shown that manipulating multiple inhibitory pathways
is feasible, with the combined targeting of the TIM-3 and PD-1
pathways in mice’é and the PD-1 and CTLA-4 pathways in patients
with advanced melanoma.”” From basic scientific perspective, both
exhaustion and senescence are controlled by active signaling pro-
cesses that might be interdependent.”87? One can hypothesize that
the exhaustion processes can prevent the development of senescence
and may thus constitute a regulatory mechanism rather than a dys-
function. The BRGSF-A2 HIS model may constitute a highly relevant
model for addressing these aspects. In general, the BGRSF-A2 HIS
mouse appears to be both a promising preclinical tool for assessing the
efficacy of immunotherapies (such as anti-immune checkpoint Abs)
and a valuable experimental model for fundamental studies.
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Supplemental figure S1. Impact of the HLLA-A2 status of the donor on the T cell compartment in BRGSF-A2
HIS mice

(A) Frequency and total number of hCD45*, hCD19*, hCD3* cells measured among PBMCs from 24- to 28-week-
old BRGSF-A2 HIS HLA-A2 (n=17) or non-HLA-A2 matching (n=27) mice. Counts in blood are expressed in cells
per mL. Each dot represents one HIS mouse, and the median value is shown. (B) T cell compartment. Total number
(left) and the proportions of T cell subsets (right): Ty (open symbols), memory T cells (grey symbols) and effector T
cells (black symbols) of hCD4+* and hCD8* T cells in PBMCs from HIS mice. Median (left) and median and IQR are
indicated C) Frequency of PD-1, TIGIT and CD57-expressing hCD4* and hCD8* T cells collected from PBMCs HIS
mice. The median and IQR are indicated. Data for BRGSF-A2 HIS mice are composite data from 17 non-HLA A2
matching mice generated from two donors and 27 HLA-A?2 matching mice generated from three donors. Statistically
significant differences (as determined in a non-parametric Mann-Whitney test are indicated as follows: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.
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Supplemental Figure S2. Characterization of T, and Ty,; hCD4 fractions in the blood, spleen and BM of BRGSF-
A2 HIS mice and in blood from HDs. Frequencies of Ty, Tey, Tpy and T hCD4* cells in blood (A), spleen (B) and BM
(C) preparations from 16- to 19-week-old BRGSF-A2 HIS mice (n=15) and in blood from HDs (A). Note that the gating
strategy is based on the expression of CD45RO, CCR7, CD27, and CD28, as follows: Ty (open symbols): CD27+CD45RO-
CCR7+CD28%), memory (grey symbol) Tqy: CD27*CD45RO*, Tgy: CD27-CD45RO* and Ty (black symbols): CD27-
CD45RO). Graphs showing the relative distribution of hCD4+ T cells as a function of their differentiation status. The
median values and IQR are indicated. Data for HIS mice are composite data from four independent experiments, including
15 mice generated from four donors. Ten HDs were studied. The legends for your supplemental data cannot be included in
the main article text but must be included with the figures themselves.
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Supplemental Figure S3. Direct comparison of the senescence (CD57, KLRG1) and exhaustion (PD-1, TIGIT)
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profiles in human T cells in blood from BRGSF-A2 HIS mice and from HDs

To simplify the comparison of HIS and HD data, data provided elsewhere in the manuscript (Figures 3 to 6) were pooled.
This figure shows the frequency of cells expressing CD57 (A, F), KLRGI (B, G), PD-1 (C, H), TIGIT (D, I), and co-
expressing PD-1 and TIGIT (E) among total (A-E) or memory (F-I) hCD4* and hCDS8* T cells in the blood of 16- to 19-
week-old BRGSF-A2 HIS mice and in blood from HDs. The median (IQR) values are indicated. Data in HIS mice are
composite data from four independent experiments, including 15 mice generated from four donors. Ten HDs were studied.
Statistically significant differences (as determined in a non-parametric Mann-Whitney test) are indicated as follows:

#p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, **+%p<0.0001.
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Supplemental figure S4. Effective cytokine production of hCD4+ T cells in lymphoid tissues from BRGSF-A2 HIS
mice after in vitro stimulation

Cytokine content in hCD4 T cells was evaluated following 16 hours in vitro stimulation with PMA (100 ng/ml), Ionomycin
(500 ng/ml) in the presence of Brefeldin A (1ug/ml). (A, B) IFNy, IL-2, IL-4 and IL-17 intracellular content by hCD4+,
following 16 hours in vitro stimulation collected from splenocytes and BM cells (1 femur) of 45-to-53-week-old BRGSF-
A2 HIS mice. (A) Representative contour plots showing the gating strategy used to identify cytokines producing hCD4+ in
spleen and BM. (B) Graphs showing the frequency of T cells containing cytokines among splenocytes and BM cells of HIS
mice. NS (open symbols): non stimulated ; S (black symbols) : stimulated. The median and IQR are indicated. Data for
HIS mice are composite data from one experiment, including 6 mice generated from three donors. Statistically significant
differences (as determined in a non-parametric Mann-Whitney test) are indicated as follows: *p<0.05, **p<0.01.
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Supplemental figure S5. Impact of anti-PD-1 administration on human cell engraftment and T cell differentiation
profiles and phenotypes in the BRGSF-A2 HIS mice at steady state

18- to 21- week old BRGSF-A2 HIS mice were treated with anti-PD1 treatment (4 ip injections in 10 days, at the dose of
200pg/ injection) (n=7) or PBS injections (n=7). The impact of the in vivo PD-1 blockade was studied in PBMCs,
splenocytes and BM cells at day 3 (n=7) or day 11 (n=8) after the last injection. (A) Proportion of cells on which PD-1
expression was detected among hCD4* and hCDS8* in SP and BM. (B) Total number of hCD45*, hCD3*, hCD4* and
hCD8* cells measured among PBMCs, splenocytes and BM cells. Counts in blood are expressed in cells per mL. Each dot
represents one HIS mouse, and the median and IQR are shown. (C) Total number (left) and frequency (right) of Ty (open
symbols), Ty, cells (grey symbols) and Ty cells (black symbols) hCD4 T cells and hCDS8 T cells in splenocytes from HIS
mice. The median and IQR are indicated. Data for BRGSF-A2 HIS mice are composite data from one experiment,
including 22 mice generated from two donors. Statistically significant differences (as determined in a non-parametric
Kruskal-Wallis test) are indicated as follows: *p<0.05, **p<0.01.
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Supplemental figure S6. Human engraftment and stable T cell compartment in the blood and lymphoid tissues in
16-to-55-week-old BRGSF-A2 HIS mice

Total number and frequency of hCD45+ (A) and hCD3+ (B) cells measured among PBMCs, splenocytes and BM cells (1
femur) from 16 to 19 (n=15), 31 to 39 (n=18) and 51 to 55 (n=13) week-old female BRGSF-A2 HIS mice. Counts in blood
are expressed in cells per mL. Each dot represents one HIS mouse, and the median values and IQR are shown. Data for
HIS mice are composite data from nine independent experiments, including 46 mice generated from twenty-two donors.
Statistically significant differences (as determined in a non-parametric Kruskal-Wallis test) are indicated as follows:
*p<0.05, #*p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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EDITORIAL COMMENTARY

Making HIS mice more human-like

Human immune system (HIS) humanized mouse models enable rig-
orous in vivo studies of human immune cell function within the con-
fines of a convenient small animal host. Various iterations of HIS mice
have been successfully used in a number of research fields, including
transplant immunology, infectious disease pathology, and increasingly,
oncology.22 In recent years, the human cell and tissue sources used
for humanization have come under more intense scrutiny, due to eth-
ical considerations surrounding research use of fetal tissue (which is
commonly used in “bone marrow, liver, thymus” [“BLT"]/NeoThy-type
HIS humanized mouse models) and due to the potential phenotypic
and functional differences of tissues at different stages of develop-
ment represented in these models.3# An investigator’s choice of a par-
ticular immune-deficient host strain, independent of the humanizing
cells/tissues, directly influences the character of the resulting chimeric
immune cells—a fact that is often overlooked in HIS mouse studies.
Certain mouse strains may also work synergistically with engrafted
tissues to influence the quality and character of humanization within
the animals.

Immune-deficient mouse strains have become more advanced since
the first descriptions of nonobese diabetic (NOD)® and severe com-
bined immunodeficiency (SCID)® mice in the early 1980s. Pioneer-
ing work with engraftment of human peripheral blood, and fetal
hematopoietic cells and tissues into these first-generation strains
began to show the overall research potential of mice reconstituted
with human immune cells. However, a new era of HIS mouse-based
research commenced in the 2000s, with the key development of
immune-deficient mice bearing IL2 receptor common gamma chain
(IL2Rg) mutations/knockouts. This targeted disruption of a crucial
cytokine signaling pathway resulted in complete removal of not only
mouse T and B cells, but NK cells as well, enabling robust engraft-
ment of human tissues and longer-term experimentation within the
humanized hosts.”

Since then, multiple versions of immune-deficient mice with
IL2Rg defects have been developed by various groups and are
now commercially available on a variety of genetic backgrounds,
including the NOD.Cg-Prkdcscid||2rgtmIWil/Sz) (NSG), NOD.Cg-
Prkdcscid||2rgtm1sus/Shilic (NOG), and BALB/c-Rag2"!! IL2ry"!l BRG-
based strains.8 Newer iterations of immune-deficient hosts, such
as the M-CSF"h |L-3/GM-CSF"h hSIRPAt8 TPOMh Rag2~/~ I12rg=/~
(MISTRG),? have been created by introducing multiple modifications,
including addition of human-specific cytokines and growth factors
necessary for more robust development of specific immune cell

subsets, for example, dendritic cells and NK cells. The relationship
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FIGURE 1 Exhaustion and senescence marker profiles on human
T cells in BRGSF-A2 humanized mice resemble those in human
samples, by Labarthe et al.

Immunotherapies

between mouse host and humanizing tissues is acutely apparent with
BLT/NeoThy type mice, where human thymus tissue is implanted
under the mouse kidney capsule, forming a thymic organoid, whereon
developing thymocytes are positively and negatively selected on
human MHC. An alternative to the surgical implantation of thy-
mus tissue is to engineer human leukocyte antigen (HLA) genes
into immune-deficient strains, with the intent of eliminating the
requirement for human thymic tissue transplantation, as the human-
ized mouse thymus and peripheral tissues will enable the T cells
to engage with human MHC-restricted peptides during develop-
ment and as mature cells. Other modifications of immune-deficient
strains in these models, such as KIT mutations that allow human
hematopoietic engraftment without the need for irradiation and the
associated adverse effects,0 have further ushered in a new era of
discovery.

In this issue of the Journal of Leukocyte Biology, Paris-Sud Univer-
sity researchers Laura Labarthe, Christine Bourgeois, and colleagues
humanize and perform in-depth characterization of a novel immune-
deficient mouse strain, Balb/c Rag2K® [L2rgcXC SirpaNOD Flk2KO
HLA-A2HHD (“BRGSF-A2”), to evaluate its utility for use in oncology
immunotherapy studies.

The authors first generated BRGSF-A2 mice from parental strains
by incorporating an HLA-A2 transgene to achieve human MHC restric-
tion following CD34* human cord blood hematopoietic cell human-
ization (Fig. 1). In the experiments detailed in their publication,

human chimerism was confirmed in the resultant HIS mice by flow
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cytometric staining for mouse vs human CD45, human CD3, CD4,
CDS8, CD19, CD11c, and HLA-DR. Importantly, the human immune
cells persisted for over 51 wk in the animals. The differentiation
status of lymphocytes as well as their senescence and exhaus-
tion profiles were monitored via a wide array of markers includ-
ing CD45R0, CD27, CCR7, CD28, PD-1, TIGIT, CD57, and KLRG1.
Myeloid cell characterization was evaluated with markers, including
CD33,CD16,CD14,CD11c,CD123,CD303, and HLA-DR. This exten-
sive flow cytometric study presents a detailed picture of many cell
subsets of interest to researchers who actively use and optimize HIS
models.

The investigators showed that BRGSF-A2 HIS mouse blood and
lymphoid tissues exhibit high levels of human leukocyte chimerism.
This chimerism was significantly higher in female BRGSF-A2 mice, in
PBMCs, splenocytes, and bone marrow (BM) cell populations when
compared with male mice. A second, important finding was that
the female BRGSF-A2 mouse blood, spleen, and BM possessed a
“human-like” distribution of memory and naive T cell subsets, illus-
trating the potential utility of these HIS mice for modeling typical
patient responses to therapeutic interventions. While encouraging,
one noticeable difference between the cell populations in the study
mice compared with human healthy controls was that the mice had a
higher proportion of CD4+ naive T cells in the blood vs. human donor
peripheral blood. As the study team’s mouse strain was only modi-
fied to express human MHC class |, and no MHC class Il transgenes,
it is unknown whether the lack of class Il restriction during T cell
development and/or in the periphery influenced these results. The
other encouraging results in this manuscript warrant making future
iterations of these strains, incorporating additional HLA transgenes,
for example, HLA-DRB1. Additionally, future studies comparing the
BRGSF-A2 strain to other HLA transgenic animals created on differ-
ent background strains, such as the NSG-A21! and the NF-A2,12 will
be important for determining the utility of each model in common
research contexts.

In the field of oncology, HIS mice show emerging promise for
modeling of human T cell exhaustion and senescence, processes
which are associated with tumor immune evasion. Such models are
especially relevant for evaluation of novel checkpoint inhibition
immunotherapies. Labarthe and colleagues advance this area of
research by rigorously characterizing HIS humanized BRGSF-A2
mice T cell exhaustion and senescence profiles for the first time. The
BRGF-A2 HIS mice expressed CD57 and KLRG1 at rates similar to
human donors, with an inconsequential increase in KLRG1 expres-
sion on naive T cells. BRGF-A2 HIS mice and human donors held
similar frequencies of PD-1 expression on T cells, albeit with lower
frequencies of TIGIT expression on HIS CD4+ T cells. These results,
along with the authors’ demonstration of nivolumab-induced PD-1
masking in the model, illustrate the utility of this particular mouse
strain for future checkpoint inhibitor studies, and advance the field
by creating a more accurate and tractable model of in vivo human
immunity.
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Article 2 : Pharmacokinetics and tissue distribution of Tenofovir,
Emtricitabine and Dolutegravir in a murine model humanized for the

immune system

Article en préparation pour une soumission dans le journal JAC (Journal of antimicrobial

chemotherapy)

L’objectif de ce travail était de définir, pour la trithérapie choisie (emtricitabine
(FTC), fumarate de ténofovir disoproxil (TDF), dolutegravir (DTG)), un schéma
thérapeutique permettant d’obtenir une concentration plasmatique efficace, c’est-a-dire
dans la zone d’efficacité thérapeutique.

Nous avons étudié les parametres pharmacocinétiques induits suite a une administration
per os ou par voie intrapéritonéale des trois molécules dans des souris Balb/c, BRGSF-A2 non
humanisées ou humanisées pour le systeme immunitaire. Ces études ont permis de (i) confirmer
la nécessité d’une prise journalicre des ARV du fait de leur demi-vie courte, (ii) valider la
stratégie per os, qui si elle est moins précise en termes de doses journalieres recues, est
techniquement plus confortable pour les animaux et I’expérimentateur, (ii1) définir les
concentrations nécessaires pour chacune des drogues. Pour la voie d’administration choisie (la
voie per os), nous avons étudié la diffusion tissulaire de ces drogues et prodrogues. Nous avons
ainsi confirmé la meilleure pénétration tissulaire du TDF par rapport au FTC et au DTG. Dans
le modele BRGSF-A2, nous retrouvons également la forte pénétration des ARV dans I’intestin,
et la faible pénétration de ces molécules dans le cerveau.

Cette étude, prise en charge par la plateforme de pharmacocinétique et
pharmacodynamie de I’unité, était un prérequis indispensable a 1’établissement d’un mod¢le

d’infection contrdlée par le VIH-1.
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Abstract

Background: Antiretroviral treatments (ART) efficiently control HIV infection, but do not
achieve viral eradication. Combination of ART and various immunotherapies are currently
considered. To do so, preclinical model such as mouse model humanized for the immune
system (HIS) may prove useful.

Objectives: Study the Pharmacokinetics and tissue distribution of Tenofovir, Emtricitabine
and Dolutegravir in a mouse strain, used as host in humanisation protocols: the BRGSF-A2
strain.

Methods: TNF, FTC and DTG concentrations were simultaneously measured by a LC-
MS/MS method in plasma and tissue samples (including lungs, kidneys, liver, spleen,
pancreas, brain, thymus, lymph nodes, caecum, colon, small intestine and adipose tissue). A
non-compartmental analysis was performed to estimate the pharmacokinetic parameters.
Results: Concentrations of the three drugs were in the same range of order using the
intraperitoneal or oral route of administration. The trough concentrations for the 3 drugs were
close to those observed in patients at therapeutic doses. Comparing the tissue penetration
factor TDF was found to diffuse largely in the digestive tract, the kidney, the liver and the
pancreas, less in adipose tissue and lung, and not in brain. FTC showed intermediate tissue
penetration factor. DTG was poorly distributed to tissues.

Conclusions: ARV pharmacokinetics and tissue distribution in the BRGSF-A2 mouse model
were equivalent to human data. We observed drug specificity (higher penetration of TDF
compared to FTC or DTG), and tissue specificity (higher penetration in colon, intestine,

kidney, liver versus low penetration in brain (and to a lesser extent lung and adipose tissue)).



Introduction

Control of human immunodeficiency virus (HIV) infection can be achieved with
optimum antiretroviral therapy (Molina et al., 2015), but does not provide a disease cure. HIV
can continue to replicate and replenish the viral reservoir despite potent antiretroviral therapy
and plasma HIV-RNA below the limit of quantification (Lorenzo-Redondo et al., 2016). Thus,
achieving optimal tissue distribution and cellular pharmacokinetics of antiretroviral drugs
would be a prerequisite to the elimination of the viral reservoir and ultimately a step towards
a cure for HIV infection.

Studies to map the distribution of antiretrovirals require access to tissues, fluids and
cells. In Human, some of these virological reservoirs are hardly or not accessible. Thus, the
use of animal models allows a first approach. However, there is no ideal model that reproduces
all aspects of HIV infection in a given animal species. Non-human primates are among those
most used because of the origin of HIV and the phylogenetic proximity of the simian
immunodeficiency virus (SIV) (Worobey et al., 2010). Given the rarity and high cost of these
animals, alternative models have been developed. Mouse models humanized for the immune
system (HIS) have contributed to a better understanding of the specificity of human immune
responses to pathogens. Humanized mice now constitute a translational bridge between
fundamental research and clinical applications (Akkina, 2013; Shultz et al., 2012). Developing
HIS models enabling to study either the natural course of HIV infection, or controlled HIV
infection by antiretrovirals is an important step to evaluate the potential benefit of ARV and
immunotherapies, or to dissect the mechanism required for the induction of post-ART control.

The Balb/c Rag2X© IL2rgcX© Sirpa™°P FIk2X° HLA-A2MHP (BRGSF-A2) mouse
reconstituted with human CD34* cord blood cells have been validated as a promising
preclinical model of the mechanisms regulating the expression of various immune checkpoint

inhibitors and senescence markers (Labarthe et al., 2020). Considering these results, the aim



of this study was to determine doses to reach exposure close to that observed in patients at
therapeutic dose, pharmacokinetics parameters and most importantly, tissue disposition for
three antiretrovirals in this murine model. Tenofovir (TNF) disoproxil fumarate (TDF),
emtricitabine (FTC) and dolutegravir (DTG) were selected as part of the preferred first-line
treatment option worldwide (Department of Health and Human Services, 2019; European

AIDS Clinical Society, 2019; Saag et al., 2018; World Health Organization, 2019).



Methods

Animals

Two different strains of mice were used: wild type Balb/c and the Balb/c Rag2™!™2
IL2rg™Ce" SirpaNoP Flk2mI HL A-A2HHD (BRGSF-A2), a strain with a Balb/c background
bearing multiple mutations generated to allow high human xenograft acceptance (DiSanto et
al., 1995; Labarthe et al., 2020; Legrand et al., 2011; Li et al., 2016; Mackarehtschian et al.,
1995). Only female animals (that are more prone to human xenograft) were used in this study.
Animals from 8 to 18 weeks of age were considered because 18 weeks is the standard time to
generate the humanized immune system in the mouse. Animals were weighed before and
following ART treatment. Experiments performed on BRGSF-A2 mice and as control on
Balb/c animals were approved by the local animal care and use committee (Ethics Committee,
CEA Life Science Division (CETEA-CEA DSV IdF CEEA 044), Paris, France) and
authorized by the French Ministry of Education and Research (reference: APAFIS #9405 &

#9382).

Antiretroviral drugs formulation

The combinatorial antiretroviral therapy (cART) consisted of a three-drug regimen with TDF,
FTC and DTG. Two different routes of administration were compared, intraperitoneal and
oral. Solution for intraperitoneal (IP) route was prepared by dissolving TDF, FTC and DTG
in sterile water using Kleptose HPB parenteral grade (Roquette Pharma, France) as previously
described (Del Prete et al., 2016) in order to enhance the solubility and the stability of the
molecules. Treatment for oral route was prepared as the IP formulation and then dissolved in

a sweetened water gel suspension, MediDrop sucralose (ClearH20, Westbrook, ME, USA).



MediDrop sucralose is an oral formulation that is advertised to assist in the delivery of

medications via water bottles.

Antiretroviral drug plasma pharmacokinetic studies

A single IP injection of TDF (5.1 mg/kg), FTC (40.0 mg/kg) and DTG (2.5 mg/kg) was
administered to 5 Balb/c mice, 5 BRGSF-A2 mice and 5 human immune system (HIS)-
BRGSF-A2 mice. An oral formulation of TDF (47.7 mg/kg), FTC (188.0 mg/kg) and DTG
(12.6 mg/kg) was administered during 24 hours via water bottles to 23 Balb/c mice. Blood
samples (200 uL) were collected from the anterior facial vein at 1, 2, 4, 6 and 24 hours after
the injection or after the end of oral treatment. For the IP injection study, one mouse of each
group was sampled at each time. For the oral administration, four mice were sampled at T = 0
h and T=4 h and 5 mice was sampled at the other time points. Blood samples were
centrifuged at 4000xg during 10 minutes at + 4°C and plasma samples were collected and

stored at — 80°C until analysis.

Antiretroviral drug tissue pharmacokinetic studies

An oral formulation which combined TDF (47.7 mg/kg), FTC (188.0 mg/kg) and DTG (12.6
mg/kg) was administered during 7 days to 25 Balb/c mice via water bottles. Five mice were
euthanized at each time point, at 0, 2, 4, 6 and 24 hours after the end of the treatment. Blood
samples were collected at the first time point and tissues including lungs, kidneys, liver,
spleen, pancreas, brain, thymus, lymph nodes, caecum, colon, small intestine and adipose
tissue were collected at each time point. Blood samples were centrifuged at 4000xg during 10
minutes at + 4°C and plasma samples were collected and stored at — 80°C until analysis. Due
to the high proportion found in the feces, especially for DTG (96.7%) (Moss et al., 2015),

tissue samples of the gastrointestinal tract (caecum, colon and small intestine) were rinsed



with Hank’s Balanced Salt Solution (HBBS) and 2 % of fetal bovine serum. Tissues were
snap-frozen and stored at — 80°C until analysis. A tissue penetration factor (TPF) was used to
estimate and compare antiretroviral drug penetration. TPF is the ratio of the tissue
concentration to the plasma concentration after the tissue concentrations were converted to

nanograms per milliliter (to convert volume to mass, tissue density was assumed to be 1.06

g/mL) (Asmuth et al., 2017).

Drug assays

TDF, FTC and DTG concentrations from plasma samples were measured simultaneously by
a LC-MS/MS method as previously described (Gouget et al., 2020). After thawing, tissues
were diluted in acetonitrile:water (70:30), homogenized with a tissue homogenizer (Minilys®,

Bertin Technologies, France) and analyzed by the same method adapted to tissue.

Pharmacokinetic analysis

A non-compartmental analysis using Phoenix WinNonlin 8.1 (Certara, Princeton, NJ, USA)
was performed to estimate the pharmacokinetic parameters. Maximal concentration (Cmax),
trough concentration at steady state (C,), last measurable concentration (Cias) for single-dose
pharmacokinetics and the time required to reach Cmax (Tmax) are the observed parameters. The
half-life (t,) was estimated on the log-linear terminal part of the phase of decrease in
concentrations according to the formula ty, = 0.693/Az where Az is the slope of decrease of the
concentrations. The areas under the curve (AUC) were estimated by the linear up log down
trapezoidal method until the last time point (AUCo-¢) and up to infinity by extrapolation
(AUCo-x) using the formula AUCp. + (C¢/A;). The mean residence time (MRT) was
determined as AUMC/AUC, where AUMC is the area under the moment curve from the time

of dosing to the last measurable concentration.



Results

Antiretroviral drug plasma pharmacokinetics

Pharmacokinetics parameters and concentrations versus time plots are shown in Table 1 and
Figure 1, respectively. Concentrations of the three drugs were in the same range of order in
the 3 types of mice and whatever the routes of administration: intraperitoneal or oral. By oral
route using antiretroviral treatment via water bottles, 24 hours after the last intake, mean +
standard deviation tenofovir, emtricitabine and dolutegravir concentrations were 25 + 0 ng

/mL, 62 + 68 ng/mL and 995 + 509 ng/mL, respectively.

Antiretroviral drugs tissue pharmacokinetics and distribution

All pharmacokinetics parameters in tissue are shown in Table 2. Tenofovir, emtricitabine and
dolutegravir concentrations versus time for all tissues are presented in Figure 2. The tissue
penetration factors are shown in Figure 3. They ranged from 6.4 to 17459%, 6.5% to 385%
and 0.9 to 23.4% for tenofovir, emtricitabine and dolutegravir, respectively. Tenofovir was
found to diffuse largely in some tissues as the digestive tract (colon, small intestine, and
caecum), the kidney, the liver and the pancreas. Except for adipose tissue, lung and brain,
emtricitabine has a good penetration in studied tissues with a TPF up to 100%. Dolutegravir
is poorly distributed to tissues. The three drugs have a weak penetration factor in the brain, it

could be explaining by the blood-brain-barrier.



Discussion

In recent years, acquired immune deficiency syndrome (AIDS) research has become
more focused on studies of human immunodeficiency virus (HIV) eradication or functional
cure. Mice model have the main advantage to allow for a number of experimental
interventions that cannot be conducted in humans. Here in these studies, we attempted to
develop a suitable mice model to evaluate antiretroviral drug diffusion. The murine model
Balb/c Rag2™!Fwa [ 2rg™mICen SirpaNoP Flk2mil HLA-A2HHD (BRGSF-A2) was firstly
validated in terms of antiretroviral formulation, dose and route of administration by
characterizing the pharmacokinetics of tenofovir disoproxil fumarate, emtricitabine and
dolutegravir and comparing the pharmacokinetic parameters according to the route of
administration (intraperitoneal versus oral). As the BRGSF-A2 model was similar to a less
expensive murine model Balb/c, thereafter we used it to determine antiretroviral tissue
distribution. However, because humanisation required irradiation that may affect tissue
permeability and penetration, we also performed analyses in mice humanized for the immune
system to confirm the results obtained in the Balbc/C and non-humanized BRGSF-A?2 mice.

Firstly, we compare three different murine models to determine if we observe the same
pharmacokinetic profiles and parameters of dolutegravir, emtricitabine and tenofovir after IP
administration. Secondly, we used two different ways of administration for the same mouse
model. As no previous intraperitoneal or oral pharmacokinetics mice study with our doses was
currently reported, we compare the observed concentrations to those observed at therapeutic
doses in patients.

Concerning the tenofovir, for all three models and for the two ways of administration, the
main pharmacokinetic parameters are in the same range of magnitude. Compare to Human
parameters, in our study, the maximal concentrations are higher (median = 2064 ng/mL versus

mean = 240 ng/mL in Human (Barditch-Crovo et al., 2001)) and the elimination half-life is



smaller (median = 5.7 h versus mean = 11.9 h (Barditch-Crovo et al., 2001)). However, the
total drug exposure represented by the AUC is in the same range of magnitude in both species
(median = 6012 ng.h/mL versus mean = 3020 ng.h/mL (Barditch-Crovo et al., 2001)).
Concerning the emtricitabine, the main pharmacokinetic parameters are also in the same range
of magnitude for all three models. Compare to Human parameters, maximal concentrations
are also higher (median: 73,899 ng/mL versus 1,820 ng/mL (Blum et al., 2007)). Conversely,
trough concentrations are slightly lower (median: 16 ng/mL versus 61 ng/mL (Blum et al.,
2007)). These two differences could be partly explained by the difference in half-lives
(median: 3.0 h versus 10.1 h (Blum et al., 2007)).

Concerning the dolutegravir, the main pharmacokinetics parameters are also in the same range
of magnitude for all three models with greater inter-species variability. Compare to Human
parameters, we observed quite the same pharmacokinetics behaviour as emtricitabine with
higher maximal concentrations (median: 62,072 ng/mL versus 4,560 ng/mL (Min et al., 2010))
but trough concentrations in the same order of magnitude (median: 2,913 ng/mL versus 1,060
ng/mL (Min et al., 2010)). This also could be explain by the difference in half-lives (median:
7.2 h versus 14.2 h (Min et al., 2010)). However, antiretrovirals can be classified as time-
dependent drugs, and, therefore trough concentrations should be above expected levels,
namely PA-IC90 (64 ng/mL) (Podany et al., 2020).

The intraperitoneal route has the advantage of knowing with great precision the
quantity of antiretrovirals injected. However, it requires handling the mice every day that may
cause stress and an increase in complications (peritonitis, intra-intestinal injection). Sterility
and pH are also important and constraining parameters of the intraperitoneal route. On the
other hand, the oral route has the advantage of requiring no manipulation, nor any
physicochemical adjustment. The main inconvenient is the lack of precision in the amount
ingested. The use of the oral route reduced the maximal concentrations without modifying the

AUC, namely the exposure and without reducing trough concentrations. All main parameters
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for all three antiretrovirals were consistent and in the same range of magnitude whatever the
way of administration. The trough concentrations for the 3 drugs were close to those observed
in patients at therapeutic doses. Therefore, the oral route and the antiretroviral doses were
validated and were used for tissue distribution studies in Balb/c mice. Few studies had
described antiretroviral tissue distributions. Mostly, studies are focused on some tissues,
namely lymphoid tissues (Dyavar et al., 2019) or specific tissues like brain (Nicol et al., 2019)
or genital tract and rectal tissue (Greener et al., 2013). To our knowledge, we describe in this
study the distribution of three major antiretrovirals in all tissues for the first time.

Concerning the tenofovir, trough concentrations and/or tissue penetration factor are quite
consistent with already published data in Humans. Very close concentrations were observed
in lymph nodes (126 ng/g versus around 100 ng/g (Burgunder et al., 2019)). In the small
intestine, some studies focused on more precise and specific parts of this organ, namely on
duodenum or ileum. Due to our small model, concentrations are representative of the entire
organ and are quite in the same order of magnitude (5,047 (range: 2,864-6635) ng/g versus
9,802 (range: 2,655-17,281) ng/g in ileum (Thompson et al., 2019) or versus 46,100 ng/g in
duodenum (Asmuth et al., 2017)). Comparing the tissue penetration factor, data are even
closer (13,161% (range:410%-31,333%) versus 8,700% (range: 3,500%-29,700%)
(Thompson et al., 2019)). For similar reason, our study focuses on colon rather than the
rectum, which is too small in murine model. Nevertheless, concentrations are also in the same
order of magnitude (6,994 (range: 3,936-9,518) ng/g versus 1,700 (range: 400-6,700) ng/g
(Asmuth et al., 2017) or 1,736 (range: 1,385-3,145) ng/g (Thompson et al., 2019) or 1,877
ng/g (Patterson et al., 2011)). In addition, the tissue penetration factor has a close human value
(17,459% (range: 9,062%-28,608%) versus 4,100% (range: 600%-5,200%) (Thompson et al.,
2019)). Conversely, in the brain, Nicol M. and colleagues reported higher tenofovir
concentrations (range: 161-2,644 ng/g versus 5 (range: 4-7) ng/g (Nicol et al., 2019). This

higher tenofovir brain concentration may be explained by much higher tenofovir plasma and
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tenofovir cerebrospinal fluid concentrations in this study compare to other already published
data (Ma et al., 2019). Thus, tissue penetration factors are closer and in the same order of
magnitude (6% (range: 3%-11%) in our study versus 36% (range: 14%-124%)).

Concerning the emtricitabine, we also have similar trough concentrations compare to already
human published data. In lymph nodes, close concentrations are observed (175 ng/g versus
around 10 ng/g (Burgunder et al., 2019)). Closer concentrations are observed in colon compare
to rectum human studies (258 (range: 82-419) ng/g versus 1,000 (range: 300-4,600) ng/g
(Asmuth et al., 2017) or 600 (range: 146-1,306) ng/g (Thompson et al., 2019) or 124 ng/g
(Patterson et al., 2011)). In addition, the tissue penetration factor has a close human value
(385% (range: 200%-644%) versus 300% (range: 100%-900%) (Thompson et al., 2019)). At
last, small intestine trough concentrations are in the same order of magnitude (421 (range:
<LOQ-1,116) ng/g versus 1,200 (range: 400-2,300) ng/g (Asmuth et al., 2017) or 1,019
(range: 389-2,762) ng/g (Thompson et al., 2019)). Thus, tissue penetration factors are also
close (295% (range: 90%-632%) versus 700% (range: 200%-1200%) (Thompson et al.,
2019)).

Concerning the dolutegravir, very few human data let us compare our model. Nevertheless,
Greener B. and colleagues reported dolutegravir pharmacokinetics parameters in colorectal
tissue (Greener et al., 2013). Half-life is close to our murine model concentrations (6.8 h
versus 8.4 h). Maximal and trough concentrations are also close (Cmax: 996 ng/g versus 418
ng/g; Cu: 104 ng/g versus 139 ng/g). Greener B. and colleagues also reported colorectal
exposition via the AUCop.x and our murine model has a close exposition to dolutegravir
compare to Humans (11,525 ng.h/g versus 7,596 ng.h/g).

By globally observing the distribution of the three antiretrovirals in all the tissues studied, we
could first classify these three antiretrovirals according to their diffusion capacity. Tenofovir
is the one that diffuses the most in all tissues, then emtricitabine and finally dolutegravir for

which all tissue concentrations are below plasma concentrations. These differences can be
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explained by the physico-chemical and pharmacokinetic differences of these antiretrovirals.
For example, tenofovir and emtricitabine have lower molecular weights and are less bound to
plasma proteins (Custodio et al., 2016; FDA Approved Drug Products, 2003). On the contrary,
dolutegravir is highly bound to plasma protein binding (99%) and substrate of efflux
transporters (ABCB1, ABCG2) (Reese et al., 2013). It could explain that less than 25% of
plasma dolutegravir is able to penetrate whatever the tissue explored.

There was also an important difference between the different tissues. Nevertheless, there was
a certain consistency between all these tissues, namely that the three antiretrovirals studied
had a better diffusion in quite the same tissues. The most perfused tissues and metabolism
sites (colon, intestine, kidney, liver) were the tissues where diffusion was the most important
for the three antiretrovirals. It was only in the lungs among the highly perfused tissues that the
diffusion was not as good or even low since it was the only tissue with the brain for which the
tissue penetration factor is lower than 100% for all three antiretrovirals. Tissue concentrations
have to be compared with 90% inhibitory concentrations (IC90) of the drugs (Flynn et al.,
2011; Podany et al., 2020; Thompson et al., 2019). For dolutegravir, only colon and lung
concentrations are above PA-IC90 (64 ng/mL). For emtricitabine and tenofovir, all tissue
concentrations, brain excluded for emtricitabine, are above the IC90 (51 ng/mL and 2.98
ng/mL, respectively). With regard to these results, we could hypothesize that the BRGSF-A2
model could be adequate for studying mice chronically infected with HIV and treated by oral
antiretrovirals concerning viral reservoirs, pharmacological sanctuaries and proof of concept
of cure strategies.

In conclusion, after having validated the consistency of our immuno-humanized
murine model at plasma level, we report here the first exhaustive tissue distribution study in
a murine model of three antiretrovirals among the most widely used. This study shows the
important diffusion difference between antiretrovirals and between tissues. On the one hand,

some tissues, namely the brain or adipose tissue, known to be virological reservoirs, are
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particularly impermeable to antiretrovirals. On the other hand, some other tissues, namely the
small intestine or the colon, for which the diffusion seems better and optimal, are also known
to be reservoirs. The persistence of viral replication in certain tissues seems, as already
supposed and described, is not only linked to the presence of pharmacological sanctuaries but
also to immunological parameters. Towards an HIV cure, further studies are needed to
determine the antiretroviral concentrations in the HIV target cells and to improve the

understanding of this persistence of viral replication.
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Figures

Figure 1: Plasma concentrations versus time of tenofovir (A), emtricitabine (B) and

dolutegravir (C)
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Figure 2: Tissue concentrations versus time of tenofovir (A), emtricitabine (B) and

dolutegravir (C) at steady state after oral administration
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Figure 3: Penetration factor of tenofovir, emtricitabine and dolutegravir in various

tissues
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Tables

Table 1: Pharmacokinetic parameters of tenofovir, emtricitabine and dolutegravir after

intraperitoneal and oral administration

Route of Mouse model Chnax Clast (%) MRT  |AUCoast AUCy_
administration ) (ng/mL) | (ng/mL) | (h) |(h) (ng.h/mL) (ng.h/mL)
Tenofovir

1P Balb/c 995 26 5.7 6.5 4,008 4,224
1P BRGSF-A2 2,064 42 8.1 7.4 6,103 6,593
1P HIS BRGSF-A2 2,323 26 5.4 5.7 5,810 6,012
Oral Balb/c 987 25 8.5 15.0 6,734 7,039
Mean + SD + 1,504 +0

Emtricitabine

1P Balb/c 42,566 16 3.0 2.2 56,690 56,758
1P BRGSF-A2 81,277 35 5.9 1.8 84,510 84,808
1P HIS BRGSF-A2 73,899 13 2.8 2.0 91,960 92,012
Oral 6,190 62 13.4 86,945
Mean + SD Balb/c +2,304 ce8 | 74 86,289

Dolutegravir

1P Balb/c 89,445 5,530 7.2 7.4 592,091 649,201
P BRGSF-A2 62,072 1,121 5.9 6.7 292,872 302,381
P HIS BRGSF-A2 57,457 2,913 | 10.8 7.2 239,590 284,979
Oral Balb/c 50,658 995 5.1 14.1 824,601 831,910
Mean + SD +7,411 + 509

IP: intraperitoneal route, one mouse sampled per time
Oral: 4 or 5 mice sampled per time

Chax: maximal concentration trough

Clast: 24 hours concentration

ty,: half life

AUC_: area under the curve until the last time point
AUC)—.«: area under the curve up to infinity

MRT: mean residence time

23



Table 2: Tissue pharmacokinetic parameters of tenofovir, emtricitabine and

dolutegravir at steady state after oral administration

Chnax (ng/g) Ci (ng/g) [8%) MRT AUCo¢

Mean (SD) Mean (SD) (h) (h) (ng.h/g)
Tenofovir
Colon 18,055 (3,333) 6,994 (2,257) 16.5 10.1 289,579
Small intestine 14,367 (12,962) 5,047 (1,687) 14.2 10.2] 207,733
Left kidney 7,142 (2,225) 1,353 (205) 9.0 8.7 92,203
Right kidney 7,376 (2,174) 1,426 (143) 9.2 8.8 94,796
Liver 7,523 (823) 1,947 (282) 9.7 9.5 112,012
Caecum 5,965 (2,084) 1,025 (273) 9.9 8.6 66,107
Pancreas 1,332 (241) 507 (125) 20.0 10.2] 19,224
Lymph node 418 126 17.3 10.0 5,212
Thymus 234 (22) 230 (152) / 12.4 5,151
Spleen 140 (15) 68 (12) 28.3 10.6 2,249
Adipose tissue 134 (56) 73 (24) 63.9 11.0 2,134
Lung 128 (26) 35 (35) 13.1 9.5 1,750
Brain 11 (12) 5() 2.0 3.0 52
Emtricitabine
Colon 6,881 (1,885) 258 (130) 5.4 6.0 46,953
Small intestine 5,156 (3,151) 421 (425) 19.0 5.8 24,649
Left kidney 6,544 (2,409) 203 (95) 7.0 5.4 29,456
Right kidney 6,761 (2,641) 261 (207) 7.6 5.8 32,244
Liver 2,909 (1,404) 115 (55) 7.4 5.8 14,206
Caecum 9,617 (2,077) 238 (88) 4.6 5.6 62,282
Pancreas 2,216 (890) 79 (35) 7.3 5.7 10,386
Lymph node 3,689 175 8.0 5.9 19,057
Thymus 3,536 (931) 186 (0.3) 6.4 6.2 22,967
Spleen 2,679 (747) 111 (36) 6.7 6.0 14,908
Adipose tissue 703 (283) 118 (111) 16.7 8.6 5,762
Lung 2,491 (884) 92 (33) 7.5 5.8 11,447
Brain 173 (250) 11 (6) 8.9 6.5 1,246
Dolutegravir
Colon 996 (150) 104 (146) 6.8 7.9 11,525
Small intestine 891 (384) 21 (13) 4.7 5.8 5,803
Left kidney 1,344 (150) 50 (28) 4.7 6.4 10,826
Right kidney 1,298 (159) 57 (29) 4.9 6.6 11,331
Liver 954 (146) 47 (25) 5.0 6.6 8,608
Caecum 1,973 (762) 63 (35) 4.4 6.1 16,416
Pancreas 878 (226) 34 (16) 4.8 6.4 7,201
Lymph node 1,313 44 4.6 6.2 10,320
Thymus 691 (65) 20 (3) 4.6 6.2 4,743
Spleen 958 (124) 34 (12) 4.9 6.2 6,755
Adipose tissue 925 (65) 39 (22) 4.9 6.4 7,950
Lung 1,949 (319) 83 (35) 5.0 6.4 16,330
Brain 99 (23) 4(1) 5.5 6.4 694

Chax: maximal concentration trough

C: trough concentration

ty,: half life

AUCy_: area under the curve until the last time point

AUCy_..; area under the curve up to infinity

MRT: mean residence time
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Article 3 : Combination of immunotherapies and ART during chronic
HIV infection: Blocking type I interferon signaling reduces PD-L.1

expression on T cells in BRGSF-A2 humanized mice

Article en cours de reviewing dans le journal PLOS Pathogens

L’objectif était I’évaluation du bénéfice thérapeutique d’immunothérapies ciblant
la voie PD1/PD-L1 dans un contexte d’infection par le VIH contrélée par les ARV. Nous avons
¢valué I’impact de stratégies visant a agir directement sur I’épuisement des réponses T (aPD1)
ou plus indirectement, via I’inflammation résiduelle en phase chronique de I’infection (aJAK).

Nous avons étudié les caractéristiques virologiques, immunologiques et
pharmacologiques de I’infection par le VIH induite dans le modele BRGSF-A2, en présence ou
non du traitement ART. Peu de modulation de la proportion de LT PD1* au sein des cellules
mémoires a €été observé en contexte d’infection seule, contrélée ou apres interruption du
traitement. Une combinaison ART/aPD1, mise en place avant I’interruption de traitement n’a
pas permis de freiner la remontée de la charge virale et montre peu d’impact sur la qualité de la
réponse T. Nous avons étudié¢ 1’expression d’un des ligands de PD1 : PDL1. Nous avons
observé une modification des proportions de LT PD-L1* en phase aigiic et au cours du
traitement ART. L’ajout du traitement aJAK a accentué la diminution de la proportion de LT
PD-L1* dans le sang et la rate déja observée sous traitement ART. La combinaison ART/aJAK
pourrait conférer un bénéfice thérapeutique supplémentaire aux ARV en ciblant plus
spécifiquement les fractions LT PD-L1*.

Cibler la voie IFN-I pourrait permettre de moduler a la fois I’inflammation et
I’épuisement et constituerait un nouveau levier pour améliorer la qualité des réponses dans le

contexte de I’infection VIH-1 controlée.

152



Combination of immunotherapy and ART during chronic HIV infection:
blocking type I interferon signaling reduces PD-L1 expression on T cells in
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Abbreviations

ART
AT
BLT
BM
BRGSF-A2
cDC
DTG
Flk2
Flt3
FTC
HIS
HIV
HLA
ICI
INR
IR
ISG
LCMV
PD1
pDC
PD-L1
SIvV
TDF

TCID50

Antiretroviral treatment

Adipose tissue

Bone marrow, liver, thymus [mouse strain]
Bone marrow

BRGSF HLA class I transgene [mouse strain]
Conventional dendritic cell
Dolutegravir

Fetal liver kinase-2

Fms-like tyrosine kinase 3
Emtricitabine

Humanized immune system

Human immunodeficiency virus
Human leukocyte antigen

Immune checkpoint inhibitor
Immunologic nonresponder
Immunologic responder

Interferon Stimulated genes
Lymphocytic choriomeningitis virus
Programmed cell death 1
Plasmacytoid dendritic cell
Programmed cell death-ligand 1
Simian immunodeficiency virus
Tenofovir disoproxil fumarate

Median tissue culture infective dose



TIGIT T cell immunoreceptor with immunoglobulin and immunoreceptor tyrosine-

based inhibition motif domains



Abstract (300 words)

Even though antiretroviral therapy (ART) effectively controls HIV replication, long-term viral
persistence is associated with various immune defects such as low-grade chronic inflammation and T
cell exhaustion. By using the Balb/c Rag2X© IL2rycK® SirpaNOP F1k2X© HLA-A2MHD (BRGSF-A2)
humanized immune system (HIS) mouse model, we evaluated the benefit of immunotherapies
targeting the PD1/PD-L1 pathway in the context of ART-controlled HIV infection. We first
characterized the virologic, immunologic and pharmacologic features of ART-controlled HIV
infection in this model and confirmed the validity of this model for HIV studies. Spontaneous viral
control following ART discontinuation was not observed in this model. We next designed two
strategies for modulating the PD1/PD-L1 axis: direct targeting of PD1 (via PD1 blockade), and
indirect targeting of the IFN-I pathway via the inhibition of Janus kinases (JAKs) 1 and 2. With regard
to viral parameters, we did not observe any major effects of PD1 blockade in ART-naive HIV-
infected BRGSF-A2 mice or when PD1 blockade was applied just before the discontinuation of ART.
The ART/anti-PD1 combination failed to control viral load rebound after the discontinuation of ART
and did not have a major impact on the T cell response. We therefore studied the modulation of PD-
L1 in various contexts of HIV infection and observed changes in the proportion of PD-L1* T cells in
the acute phase of HIV infection and during ART. The combination of JAK inhibitors and ART
resulted in a lower proportion of PD-L1" T cells in the blood and spleen. Importantly, the injection
of JAK inhibitors was well-tolerated as no viral rebound was observed. Our results suggest that JAK
inhibition may be relevant in chronic HIV infection by modulating both inflammation and T cell
exhaustion. Using JAKi during an ART-controlled chronic HIV infection may be a valuable

alternative to anti-PD1 strategies.



Author summary (150-200 words)

Despite the success of antiretroviral treatment (ART), chronic infection with HIV-1 is associated with
various immune defects (e.g. low-grade inflammation and T cell exhaustion). Immunotherapy can
potentially restore some of the defects associated with HIV persistence. In recent years,
immunotherapeutics have constituted a major breakthrough in the treatment of cancer, and their
effectiveness in chronic viral infections has subsequently been explored. Two main approaches have
been considered: an enhancement of effector T cell responses and a reduction in inflammation. By
focusing on the PD1/PD-L1 axis, we evaluated the potential benefits of combining an anti-PD1 agent
or a JAK inhibitor (JAKi) with ART in mice with a humanized immune system. We first confirmed
that this preclinical model mimicked key parameters of HIV infection and the response to ART in
humans. We then found that in our experimental setting, anti-PD1/ART only marginally improved T
cell responses and viral control. Interestingly, the combination of JAKi and ART modulated PD-L1
expression on T cells and thus highlighted an alternative pathway for modulating immune
dysfunction. Treatment with a JAKi may be particularly relevant because it modulates both
inflammation and exhaustion; hence, this approach may usefully accentuate immune responses during

a controlled chronic HIV infection.



Introduction

Antiretroviral therapy (ART) can control an HIV infection but does not eradicate the virus.
The resulting chronic HIV infection is associated with immune dysfunctions, such as low-grade
chronic inflammation (1), immunosenescence, and T cell exhaustion (2). Patients with a chronic HIV-
1 infection have a greater risk of comorbidities (3) associated with aging (4) and ART-related
toxicities (5). The expression of PD1 (a standard marker of exhaustion) has been largely documented
in the context of HIV infection. The PD1 pathway contributes to two main harmful effects in the
context of HIV infection: it favors viral latency in exhausted CD4* T cells (6) and impacts the
efficiency of CD8" T cell responses directed against HIV (2,7,8). Given the positive outcomes
observed in cancers treated with anti-PD1 and anti-PD-ligand(L)1 agents, the combination of ART
and immune checkpoint inhibitors (ICIs) has been considered in the context of HIV infection (9,10).
However, targeting the main immune regulatory pathways may induce exacerbated harmful immune
responses. One must therefore take account of the ICI dose, the frequency of administration, and the
phase of infection during which the ICI is administered. In animal studies, for example, it has been
shown that anti-PD1 treatment during an acute infection with lymphocytic choriomeningitis virus
docile strain or hepatitis virus B is harmful, with a shift from an effective CD8 T cell response towards
an exacerbation of tissue damage (11-13). Furthermore, anti-PD1 strategies may contribute to
autoimmune disorders (14). The potential benefit of ICI strategies has been investigated in various
animal models of chronic HIV infection setting. In the macaque, in vivo PD1 blockade during a
chronic infection with simian immunodeficiency virus (SIV) resulted in the rapid recovery and
expansion of polyfunctional SIV-specific CD8" T cells, and prolonged survival (15-17). Reductions
in interferon (IFN) signaling and intestinal permeability have also been reported (17). In humanized
bone marrow, liver, thymus (BLT) mice chronically infected with HIV, PD1 blockade resulted in a
significant reduction in the viral load and a significant increase in the hCD8" T cell count (18). It has

also been shown that a combination of PD1 blockade with ART results in faster suppression of the



viral load (19-21). Hence, immunotherapy during a chronic HIV infection might even maintain viral
control after ART has been discontinued. In this latter setting, a mild but significant impact of
treatment with anti-PD1 agents was observed, which makes it difficult to evaluate the potential
clinical benefit of these strategies. Accordingly, the use of PD1 inhibitors in HIV-1 infected patients
is currently limited to those with advanced or metastatic cancer (22-26). In the latter setting, PD1
blockade has a modest impact on viral control.

T cell exhaustion should also be considered with regard to immune checkpoint expression,
and the efficacy of PD1 blockade may depend (at least in part) on the expression of PD-L1. Although
there are several literature reports of upregulation of both PD1 and PD-L1 in acute HIV infections
and a decrease in PD1 expression upon the initiation of ART, levels of PD-L1 appear to be only
slightly affected in chronic HIV infections (27,28). High expression levels of PD-L1 may also
contribute to the development of progressive T cell exhaustion during chronic infection. Interestingly,
PD-L1 expression is strongly dependent on IFN-II pathways; indeed, PDLI is now considered to be
an interferon-stimulated gene (ISG) (29,30). As has been described for anti-PD1 treatments, targeting
the IFN pathways can have harmful effects on the latter’s crucial antiviral activity - especially during
the primary infection (31-33). Studies in chronically HIV-infected patients (34-36) and in an SIV-
infected model (37,38) indicate that the expression of IFN-I, IFN-II and ISGs are correlated with
higher viral load levels, enhanced hyperimmune activation, and faster disease progression.
Furthermore, blocking IFN-I signaling in persistent lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)
infections in mice can reduce immune activation, diminish immune suppression, restore lymphoid
architecture, and accelerate clearance of the virus (39—41). Inhibition of the various IFN pathways
during chronic HIV infection may be beneficial by affecting both residual inflammation and
(indirectly) T cell exhaustion (42—45).

To evaluate the potential benefit of targeting the PD1/PD-L1 pathway, we used the BALB/c
Rag2X0 [L-2RycKk® SIRPaNOP F1k2K© HLA-A2HHP (BRGSF-A2) HIS mouse and developed a model

of ART-controlled HIV infection. The BRGSF-A2 model shows (i) a high capacity for human



hematopoietic cell engraftment, (ii) improved development, accumulation and function of human T
cells via the expression of HLA class I molecules, (iii) long-term persistence of human cells (making
it suitable for chronic infection analyses), and (iv) relatively human-like T cell exhaustion and
senescence profiles (46—49). We studied the expression of PD1 at various stages of HIV infection
and treatment in BRGSF-A2 mice: acute infection, chronic infection, ART-exposed chronic infection,
and ART discontinuation. We next studied the impact of PD1 blockade in two of these settings:
chronic infection and ART discontinuation. Given that PD1 blockade had only a slight impact on
virologic and immunologic parameters (presumably due to limited modulation of PD1 on memory T
cells) in these two settings, we then studied the expression of PD-L1. We observed a sizeable
proportion of PD-L1" lymphoid cells (rather than myeloid cells), which varied from one stage of
infection to another. Lastly, we studied the impact of JAKi on PD-L1 expression. Interestingly, we
found that the combination of ART with a JAKi preferentially impacted T cells in the peripheral
blood and the spleen by reducing the proportion of PD-L1* CD8 T cells (described previously as
being immunosuppressive) (50-52). Our present results provide initial insights into the impact of
JAKI1 on exhaustion processes during chronic HIV infection. Interestingly, treatment with a JAKi was
associated with potential benefits (in terms of the immune phenotype) and did not have obvious

harmful effects (e.g. viral rebound).



Material and methods

Generation of BRGSF-A2 humanized mice

The BRGSF-A2 mice were generated by crossing described previously parental strains (46,48,53,54)
and by inserting the HLA class I transgene (encoding the most prevalent HLA-A genotypes,
covalently bound to human 2-microglobulin [2m] and murine H-2Db MHC haplotype) (55). The
HIS mice were generated from newborn pups (2 to 5 days of age) after preconditioning with sublethal
(3 Gy) total body irradiation. On the following day, ~1.2 x 10> CD34* human hematopoietic stem
cells isolated from umbilical cord blood samples (ABCellBio, Evry, France) were transplanted into
the liver of female animals (which accept human xenografts more readily than males). Both HLA-
A2* and HLA-A2" donors were used. The level of human hematopoietic chimerism was tested 12
weeks after transplantation and expressed as the proportion of human leukocytes (i.e. as a percentage
of total leukocytes). The animals were included in the study if they achieved a satisfactory level of
humanization (>30% of hCD45" cells) in the blood at weeks 12-14. The HIS mice were handled under
laminar flow conditions in a biosafety level 2 animal facility. Experiments performed on humanized
mice were approved by the local animal care and use committee (CEA Life Science Division Ethics
Committee [CETEA-CEA DSV IdF CEEA 044], Paris, France) and authorized by the French

Ministry of Education and Research (reference: APAFIS #9405 & #9382).

Virus production and HIV-1 infection

Viral stocks of the R5-tropic HIV-1 molecular clone NL(AD8) were produced by the transfection of
human embryonic kidney (HEK) 293T cells with a DNA plasmid for full-length infectious molecular
clones using TransIT®-293 Transfection Reagent (Mirus Bio Corporation, Madison, WI) according
to the manufacturer’s instructions. The transfection supernatant was harvested 72 hours later, filtered
through a 0.2 um filter, and stored in aliquots at -80°C. Titers of stocks were subsequently determined

on CD4" T cells selected from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). The median tissue
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culture infective dose (TCIDso) was determined using the Alliance HIV-1 p24 antigen ELISA kit
(Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA). BRGSF-A2 HIS mice were infected by intraperitoneal (i.p.)
injection of 4x10°> TCIDso of NL(ADS8) HIV-1 strain 22 to 34 weeks after humanization (median: 30
weeks) as described previously (56). Every two weeks after infection, plasma was sampled from the
anterior facial vein and assayed for the absolute hCD4* T cells count, as described below. At sacrifice,
all of the mice were still infected; the median [interquartile range (IQR)] plasma HIV-1 viral RNA
(VRNA) load in infected mice was 2.1 x 10° [8.9 x 10* — 1.2 x 10°] copies/mL. Mice were monitored

daily for signs of suffering, such as weight loss, hunchback posture, and anemia.

Oral administration of ART

Mice with a demonstrable viral infection (as assessed by hCD4" cell depletion in the blood)
underwent orally administered ART for 3 or 8 weeks. The ART included tenofovir disoproxil
fumarate (TDF; 50 mg/kg; Gilead Sciences, Foster City, CA), emtricitabine (FTC; 200 mg/kg; Gilead
Sciences) and dolutegravir (DTG; 12.5 mg/kg; Shanghai Medicilon, Inc, Shanghai, China). The drugs
were dissolved in sterile water using a beta-cyclodextrin excipient (Kleptose, hydroxypropyl B
cyclodextrin parenteral grade, Roquette, Lestrem, France), as described previously (57), and then
dissolved in a sweetened water gel suspension (MediDrop sucralose, ClearH>O, Westbrook, ME,
USA) to optimize delivery in the animals’ drinking water. The ART regimen was scaled down to the
equivalent mouse dosage (using Km values of 37 and 3 for humans and mice, respectively (58)) and
was further adapted after the performance of pharmacokinetic studies (Gouget et al., unpublished

data).

Immunotherapy with an anti-PD1 agent and a JAKi
Infected BRGSF-A2 mice were injected i.p. with either 10 mg/kg nivolumab (an anti-PD1 human
IgG4 antibody; Bristol Myers Squibb, New York, NY, USA) or vehicle (PBS 1X) on days (D) 0, 3,

7 and 10. The dose level and regimen were based on in vivo administration protocols previously
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described in SIV-infected macaques (15) and BLT humanized mice (18). Other HIS mice were
injected 1.p. with either the selective JAK1 and JAK?2 inhibitor baricitinib (5 mg/kg, LY3009104,
INCBO028050, Selleckchem, Munich, Germany) or vehicle (2% DMSO, 30% PEG 300, 5% Tween
80 + double-distilled H>O) every day for a week. For mice that were treated with ART + anti-PD1 or
ART + JAKIi, the immunotherapies were administered during the last 10 or 7 days of ART,

respectively.

Cell preparations

Mice were euthanized by cervical dislocation after anesthesia, and PBMCs, spleen and bone marrow
(BM) samples were collected. The samples were processed as follows: PBMCs were isolated from
EDTA-anticoagulated blood, splenocytes were isolated by mechanical dissociation, and BM cells
were collected from one femur per animal by flushing. The PBMC and spleen cell suspensions were
incubated in ammonium-chloride-potassium buffer (150 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs3, 100 mM
EDTA). Splenocytes and BM cells were counted using a Scepter 2.0 cell counter (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany). The PBMCs were counted directly on a FACS cell analyzer, using counting
beads (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). When blood samples were collected to perform the
human hematopoietic chimerism assay (12 weeks after transplantation), the leukocytes were prepared

by Ficoll separation.

Flow cytometry

Cell viability was assessed using Live/Dead Fixable dye (eBioscience, Thermo Fisher Scientific).
Cell suspensions were incubated for 15 minutes at +4°C with cold PBS containing 0.5% bovine serum
albumin, 2 mM EDTA, and murine and human FcR blocking reagent (Biolegend, San Diego, CA),
and then stained with monoclonal antibodies by incubation for 15 min at +4°C. As required, cells
were fixed and permeabilized according to the manufacturer’s instructions (Fix and Perm kits from

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)). After a saturation step (incubation with Fc block reagent, 5%

12



fetal bovine serum and 5% mouse serum for 15 minutes), intracellular staining with an anti-Ki67
FITC (B56) antibody was performed for 1 hour at +4°C. Between each step, the cells were washed
once with PBS. The cells were fixed in commercial fixation reagent (CellFIX, BD Biosciences).
Antibodies against the following markers were used: mCD45 (30-F11), hCD45 (HI30 or 5B1), hCD3
(SK7), hCD4 (OKT4 or SK3), hCD8 (SK1), hCD19 (HIB19), hCD20 (2H7), hCD33 (HIM3-4), and
HLA-DR (G46-6). The lymphoid cells’ differentiation profile and levels of exhaustion/senescence
were assessed with antibodies against hCD56 (HCD56), hCD45RO (UCH4), hCD27 (L128), hCCR7
(G043H7), hCD28 (CD28.2), hPD1 (EH12.2H7), hPD-L1 (29E2A3) hTIGIT (MBSA43), and hCD57
(NK-1). Further characterization of myeloid cells and PD-L1 expression in BRGSF-A2 HIS mice was
performed using antibodies against hCD15 (W6D3), hCD16 (3G8), hCD14 (MSE2), hCD11c (Bul5),
hCD123 (9F5), hCD303 (201A), and hPD-L1 (29E2A3). All antibodies were purchased from BD
Biosciences, Biolegend or eBioscience, except for anti-hCD45 (Miltenyi, Bergisch Gladbach,
Germany). The hCD4" and hCD8" memory T cell subsets were defined based on four markers
(CD45R0O, CCR7, CD27, CD28) for analyses performed during longitudinal blood monitoring and
euthanasia for experiments addressing PD1 expression, as described previously (49). Briefly, memory
hCD8* T cells were pooled and included terminally differentiated memory cells re-expressing
CD45RA (Temra) (CD27°CD45RO CCR7 CD287), central and effector memory T cells
(CD27°CD45R0O*). The hCD4" memory T cell subsets included central memory T cells
(CD27*CD45R0O") and effector memory T cells (CD27 CD45RO™). Only three markers (CD45RO,
CD27 and CCR7) were used (due to technical limitation on the numbers of parameters available
regarding the FACS setting) on longitudinal analyses, and experiments addressing PD-L1 expression.
The FACS data were acquired on an LSR Fortessa cell analyzer (BD Biosciences) and analyzed with

FlowlJo software (version 10.1, Treestar, Ashland, OR).

Drug assays
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Blood samples were centrifuged at 500 x g for 10 minutes at +4°C. Plasma samples were collected
and stored at -80°C until analysis. The concentrations of TDF, FTC and DTG in plasma samples were
measured by liquid chromatography with tandem mass spectrometry, as described previously (59).

The lower limit of quantification (LQ) was 10 ng/mL.

Quantification of HIV-1 RNA in plasma

Blood plasma was isolated from EDTA-anticoagulated blood by centrifugation at 500 x g for 10
minutes and stored at -80°C until analysis. RNA was prepared from 30 puL of cell-free plasma (after
blood sampling) or 100 pl of cell-free plasma (after sacrifice), using the QiAamp Viral RNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The vVRNA was assayed
in a quantitative reverse transcription PCR assay, using the Generic HIV Charge Virale kit
(Biocentric, Bandol, France). The lower LQ was adjusted for the small volume of plasma available
in HIS mice. For viral load monitoring during treatment of the animals, VRNA was extracted using a

QiAamp (60).

Quantification of HIV-1 DNA in nonlymphoid tissues

DNA was extracted from frozen tissues, as described previously (61,62). Nonlymphoid tissues such
as adipose tissue (AT), gut, lung and liver samples were collected, weighed and stored at -80°C until
analysis. DNA was extracted using a QiAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), and the total amount
of HIV DNA was quantified in a real-time PCR with the Generic HIV DNA CELL kit (Biocentric,
France) and the 8ES5 line as the standard. Primers for human albumin were used to normalize the viral

load against the number of human cells.

Statistical analysis
Due to the heterogeneous nature of the humanization process, HIS animals were distributed across

the various groups (ART-exposed vs. ART-naive animals, and ART-exposed animals receiving an
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anti-PD1 agent and/or a JAKi) on the basis of the absolute blood hCD4* T cell count at baseline,
using R software (63). Quantitative variables were described as the median [interquartile range
(IQR)]. All statistical analyses were performed with GraphPad Prism software (version 7, GraphPad
Software, La Jolla, CA). The statistical tests were selected according to the comparison required: a
nonparametric Mann-Whitney test for the comparison of two datasets at a given time point, a
Wilcoxon matched-pair signed rank test for the comparison of different time points for the same
animal, and the Kruskal-Wallis test (followed by Dunn’s post test) for the comparison of multiple
datasets. In figures, the following representations are used to indicate the p-values: * p<0.05, **

p<0.01, #** p<0.001, and **** p<0.0001.
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Results

The BRGSF-A2 HIS model is susceptible to infection by HIV: PD1 expression in T cell
compartment is not significantly modulated in the early stages of infection.

Humanized BRGSF-A2 mice were generated as described previously (49). All mice included
in the study met the criteria for adequate human immune reconstitution in the blood (as outlined above
in the Materials and Methods section) at 12 weeks of age. The BRGSF-A2 HIS mice were infected
by i.p. injection of 4 x 10° TCIDsy HIV-1 NL(ADS8) virus. We first characterized the standard
parameters for HIV infection by measuring the plasma viral load and blood hCD4* T cell count every
two weeks. The plasma viral load rose rapidly, peaked around day (D)15 post-infection (p.i.) (median
[IQR] peak value: 4.1 x 10° vRNA copies/mL [7.9 x 10° - 6.1 x 10°]) and then decreased slowly (to
1.5 x 10° vRNA copies/mL [6.0 x 10* — 2.4 x 10°] on D82) (Fig. 1A). We also collected nonlymphoid
tissues (AT, gut, lungs and liver) for viral DNA analysis at early time points (D7 and D21 p.i.). We
detected viral DNA (vDNA) in the lungs of all the mice (median [IQR]: 1.3 x 10° vDNA
copies/million hCD45* [7.0 x 10°~1.0 x 10°]). The AT, gut and liver were less consistently infected:
vDNA was not detected in 3 of the 8 animals on D7. The greatest discrepancy between tissues was
observed on D21: the number of vDNA-positive samples was 5 out of 7 for the AT, 6 out of 7 for the
gut, and just 1 out of 7 for the liver (S.1A Fig). Accordingly, the percentage of blood hCD4* T cells
(relative to baseline) fell drastically (57.9% [44.3-92.6] on D10 p.i.; p <0.0001) in all three
independent experiments and remained very low from 3 weeks p.i. (12.8% [10.7-18.0]) to 12 weeks
p.i. (Fig. 1A). Furthermore, we evaluated the impact of HIV infection on the lymphoid and myeloid
compartments in PBMCs, spleen and BM at 1, 2 or 3 weeks p.i. We did not observe significant
differences in the absolute hCD45" cell count between the various groups (Ctrl, D7, D14, D21). The
absolute hCD4" cell count on D14 in PBMCs and D21 in the spleen (p = 0.0125 and 0.0101,
respectively) was lower than those observed in uninfected animals - demonstrating the impact of HIV

infection. A similar trend was observed on D21 in the BM (p = 0.0570). We did not observe any
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changes in the proportion of memory hCD4" T cells in the various tissues, although the D21 values
in the spleen were heterogeneous (i.e. they varied markedly from one animal to another). No changes
in absolute hCD8™ T cell counts and in the proportion of memory hCD8 T cells were observed in
any of the tissues (Fig. 1B). Overall, we detected a significant decrease in the hCD4/hCDS ratio on
D14 in the spleen in infected animals (1.4 [1.0-2.2] vs. 4.8 [2.5-6.5] in noninfected mice; p = 0.0243)
and on D21 in the BM (0.9 [0.3-2.2] vs. 6.7 [2.9-12.0], respectively; p = 0.0009). The high variability
in the BM counts on D7 and (to a lesser extent) on D14 prevented us from drawing firm conclusions
at earlier time points in this tissue (S.1B Fig). The analysis of HLA-DR expression on T cells did not
reveal any differences between HIV-infected and noninfected mice, although the baseline proportion
of HLA-DR™ cells was higher in the BM than in the spleen (S.1C Fig). In the myeloid compartment,
a significant difference between HIV-infected and noninfected mice in the absolute hCD33" cell
count in the BM (p = 0.0119) was observed on D7. A similar trend was observed for PBMCs (p =
0.0692), although not in the spleen. When considering myeloid subsets, no major impact on absolute
cell counts was seen for human monocytes. In infected mice, the absolute conventional DC (cDC)
counts on D7 in the BM and on D7 and D21 in PBMC:s and the spleen were significantly lower than
in uninfected animals. The impact of infection appeared to have lasted for longer in the spleen. No
changes in the plasmacytoid DC (pDC) count were observed in PBMCs and the spleen, although the
data were heterogeneous. In the BM, we observed marked heterogeneity on D7, together with a
significantly greater absolute count on D14 in infected mice than in uninfected mice (Fig. 1C). We
next determined the direct impact of HIV infection on PD1 expression on T cells. Levels of PD1 and
hCD4 expression on hCD3" splenocytes on D21 p.i. are shown in the dot plot in Fig. 1D. The
proportion of hCD4* T cells expressing PD1 in the spleen and BM did not differ in infected mice vs.
noninfected mice, although the D21 data in the spleen were heterogeneous. We also focused on the
memory fraction that preferentially expresses PD1; there were no differences in hCD8" T cells and

its memory fraction during the acute phase of infection (Fig. 1D).
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In conclusion, these data show that the BRGSF-A2 model is susceptible to HIV infection and
is able to support viremia for up to 12 weeks p.i. The hCD4+ cells were rapidly depleted in PBMCs
and in the tissues. Importantly, PD1 expression in T cell compartment was not greatly modulated at

this early stage of infection.

Effective, orally administered ART allows both viral load control and hCD4+ recovery but does
not modify PD1 expression in the T cell compartment in the chronic phase of infection

We developed a model of ART-controlled HIV infection via the daily oral administration of
TDF, FTC, and DTG. The optimal concentrations of these drugs for oral administration in this HIS
mouse model had been determined previously (Gouget et al., unpublished data). The ART was
initiated 3 weeks p.i., i.e. when hCD4" T cell depletion was clearly evident but not profound (Fig.
2A). In contrast to untreated, HIV-infected control mice, effective viral suppression in the blood of
ART-exposed mice was observed within 16 days of treatment (median [IQR] load: 4.5 x 103 vVRNA
copies/mL [1.0 x 10%-1.4 x 104, p < 0.0001), and VRNA could not be detected after 7 weeks (D75
p.1.). We also evaluated the impact of ART on nonlymphoid tissues after 3 weeks of treatment; there
was significantly less vVDNA in the AT and lungs for all ART-exposed mice (relative to untreated
infected animals). It is noteworthy that the absolute vDNA load in the lungs was lower in the ART-
exposed group than in the untreated, infected group but remained high (2.5 x 10* [7.7 x 10°-7.0 x 10*
vs. 9.6 x 10* [8.3 x 10°-3.4 x 10°] vDNA copies/million hCD45", respectively), p = 0.0289). Due to
the low proportion of mice in which vVDNA was detected in the gut and liver (even in the absence of
treatment), the impact of ART on these sites could not quantified (S.2A Fig).

This virologic response to ART was associated with recovery of hCD4* T cell counts. In the
blood, a normal percentage of hCD4* T cells was rapidly restored (89.7% [33.6-109.8] of the baseline
value after 2 weeks of ART; p = 0.2292), and this recovery was sustained (161.4% [85.6-311.8] of
the baseline value; p <0.0001, after 7 weeks of ART). hCD4" cell recovery was detected at even

earlier time points (between 11 and 14 days after ART initiation), as shown in three other independent
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experiments (S.2B Fig). However, the immunologic response was more heterogeneous than the
virologic response. Out of the 20 animals, there were 12 immunologic responders (IRs) after 16 days
of ART and 17 after 7 weeks (Fig. 2A). These results are consistent with the dichotomy between
virologic and immunologic parameters observed in ART-exposed patients (64,65). We used the
longitudinal data on blood parameters collected before ART initiation to determine which factors
might explain these discrepancies. Firstly, we found that immunologic nonresponders (INRs) did not
differ from IRs in terms of the plasma viral load or the absolute hCD4* T cell count. However, the
INR and IR differed with regard to the proportion of memory hCD4" T cells at the time of ART
initiation (S.2C Fig). We also evaluated the plasma DTG, FTC and TDF concentrations in a different
group of ART-exposed BRGSF-A2 HIS mice. All ART-exposed animals had concentrations within
the clinical therapeutic range for DTG and FTC ([DTG]: Cumin = 830 ng/mL, Cmax = 1970 ng/ml;
[FTC]: Ciin = 90 ng/mL, Ciax = 1800 ng/mL). The plasma TDF concentration was in the therapeutic
range for most animals, although the drug was not detected in 2 animals after 2 weeks of treatment
(Fig. 2B). We next studied the immune parameters associated with ART in the spleen and BM, three
weeks after ART (D42 p.i.). We observed an increase in the absolute hCD4" cell count in the BM (p
= (0.0012) but not in the spleen (Fig. 2C). The proportions of memory hCD4* T cells and PD1-
expressing memory hCD4* T cells in the spleen and BM did not change (Fig. 2C). Similarly, the
absolute hCD8* T cell count, the proportion of memory hCD8" T cells and the proportion of PD1-
expressing memory hCD8* T cells did not change. Overall, the hCD4/hCDS ratio in the BM was
significantly higher in ART-exposed animals than in untreated HIV-infected animals (1.2 [0.8-2.1]
vs. 4.7 [1.8-10.8], respectively; p =0.0093). A similar trend was seen for the spleen (S.2D Fig). Taken
as a whole, these data demonstrated that the oral ART regimen designed for the present study was
effective in BRGSF-A2 HIS mice but did not reduce the proportion of memory T cells expressing
PD1 during a chronic HIV infection.

Since a proportion of HIV-infected patients show viral control even after the discontinuation

of ART (66), we withdrew ART in the mice after 8 weeks. As shown in Fig. 3A, a viral rebound was
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observed in 9 of the 12 of the treated mice 11 days after the discontinuation of ART. On D34 after
the discontinuation of ART, the viral loads were similar to those observed before ART initiation and
to those in untreated mice. Accordingly, absolute hCD4* and hCD8" T cell counts among splenocytes
and BM cells fell progressively, although the differences vs. control (uninfected) animals were not
statistically significant (Fig. 3B). A similar trend was observed for the percentages of memory cells
in the hCD4* and hCD8" T cell subsets. It is noteworthy that at these late time-points, the proportion
of memory hCD4" T cells in the spleen varied greatly from one mouse to another in the untreated
HIV-infected group: some mice exhibited high proportions, and other exhibited low proportions.
These two extreme profiles were associated with the blood viral load: mice with a low proportion of
memory CD4 T cells had a low viral load in the blood - presumably due to severe depletion of
potentially infected cells (data not shown). We also analyzed PD1 expression by memory hCD4" and
hCD8" T cells in the spleen and BM; there were no differences between the four groups of mice (Fig.
3B). These data highlighted a slight time delay between the virologic effects and immunologic effects
of ART withdrawal. Overall, oral ART was effective in BRGSF-A2 HIS mice. The discontinuation
of ART led to a rapid increase in the viral load. However, ART did not reduce the proportion of PD1-

expressing memory T cells.

The combination of PD1 blockade with ART does not provide lasting, effective post-ART
control in BRGSF-A2 HIS mice.

We evaluated the impact of PD1 blockade in two contexts: (a) during the early stages of
chronic infection and in the absence of ART (as a control for the impact of an anti-PD1 antibody),
and (b) at a later stage in an ART-controlled chronic infection, prior to the discontinuation of ART.
We first checked that the BRGSF-A2 HIS mouse model responded to PD1 blockade, as described
previously in the macaque SIV model and the BLT humanized mouse HIV model (15-18,67).
Infected mice were given four injections of the anti-PD1 nivolumab or vehicle (sham) over 10 days.

The animals were euthanized 11 days (on D43 p.i.) or 34 days (on D66 p.i.) after the last anti-PD1 or
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sham injection. As illustrated by the representative dot plots in Fig. 4A, the number of hCD3* cells
stained by the anti-PD1 Ab used for revelation in the spleen on D43 p.i. was much lower in anti-PD1
treated mice than in untreated mice - presumably due to steric hindrance by the therapeutic anti-PD1.
The same results were observed for BM preparations (data not shown). No significant difference in
viral load was observed, although there was trend towards a small reduction in the plasma viral load
on D43 p.i. among treated mice vs. the same animals before initiation of PD1 blockade (Fig. 4B).
Importantly, we observed a strikingly lower proportion of splenic hCD4" and hCD8" memory T cells
on D43 p.i. in treated mice than in untreated HIV-infected mice (respectively 7.7% (5.7-27.0) vs.
63.5% (49.0-89.5) for hCD4" cells, and 23.8% (16.9-54.7) vs. 86.7% (86.0-95.3) for hCD8" cells; p
= 0.0357 for both). This difference was not found on D66 p.i. In the BM, we did not observe any
impact of PD1 blockade on memory hCD4" and hCD8* T cell counts (Fig. 4C). This experimental
setting confirmed that the anti-PD1 strategy modulated both the viral load and immune parameters;
it was a prerequisite for testing immunotherapy at a later stage in ART-controlled chronic infection.
To determine whether PD1 blockade just before the discontinuation of ART could improve
viral control afterwards, we administered nivolumab to mice during the last week of an 8-week course
of ART. Mice were subdivided into three groups: HIV-infected mice, mice exposed to ART for 8
weeks, and ART-exposed mice given four nivolumab injections in the last 10 days of the ART. The
endpoints for the analyses were D11 and D34 after treatment withdrawal. The viral rebound was
similar in ART- and ART/anti-PD1-exposed mice (Fig. SA). In this experimental setting, we did not
detect any benefit (in terms of viral control) of initiating PD1 blockade prior to the discontinuation
of ART. Accordingly, we did not observe any difference between ART and ART/anti-PD1 mice in
the absolute hCD4" T cell counts among PBMCs on D11 and D34 post-discontinuation (data not
shown). With regard to the T cell parameters in the spleen (Fig. SB), we did not see significant
intergroup differences in the proportion of hCD4" and hCD8" memory T cells or in the proportion of
memory T cells expressing T cell immunoreceptor with immunoglobulin and immunoreceptor

tyrosine-based inhibition motif domains (TIGIT), a surrogate marker of T cell exhaustion) or the
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senescence marker CD57. However, the proportion of Ki67-expressing cells (reflecting their
proliferative potential) was higher on D34 in the ART/anti-PD1 group than in the ART group (45.2%
[35.9-53.9] vs. 29.2% [24.7-36.0], respectively, for memory hCD4*; p = 0.0317; and 77.3% [55.2-
88.8] vs. 33.5% [27.1-52.2], respectively, for memory hCD8"; p = 0.0635 (Fig. 5C)). In the BM
(S.3A Fig), we noticed smaller differences between ART/anti-PD1 and ART groups with regard to
the memory T cell fractions on D34 (96.7% [94.7-97.9] vs. 84.8% [66.3-89.1], respectively, for
memory hCD4* cells; p = 0.0087; and 89.3% [89.0-96.3] vs. 51.1% [45.2-84.9], respectively, for
memory hCDS8" cells; p = 0.0079). There were no significant intergroup differences in memory T cell
exhaustion, senescence and proliferation profiles in the BM (S.3B Fig).

In summary, we did not detect any obvious benefit of an ART/anti-PD1 combination for viral
control following the discontinuation of ART. Moreover, in our experimental setting, the immune
parameters were slightly improved by the combination of PD1 blockade and ART in the later stages

of chronic infection.

PD-L1 expression is modulated differently in myeloid vs. lymphoid cells during acute infection,
whereas ART impacts both compartments to a similar degree.

Given that the efficacy of PD1 blockade might depend on the expression of PD-L1, we next
characterized this variable in the myeloid and lymphoid compartments during HIV infection. Firstly,
we analyzed PD-L1 expression on myeloid cells 1, 2, or 3-weeks p.i.; there were significant changes
in the hCD33" cell count in PBMCs, the spleen and the BM during the acute phase of infection. When
considering the myeloid subsets, there were no significant difference between human monocytes,
¢DCs, and pDCs. Due to the relatively low cell counts for each subset in BRGSF-A2 mice, we were
able to study PD-L1 expression by ¢cDCs and pDCs in the spleen and the BM but not in the blood
(Fig. 6A, top). Next, we analyzed PD-L1 expression on lymphoid cells. Representative histograms
showed that PD-L.1 was expressed on lymphoid cells. The proportion of PD-L1 expressing T cells

was high, although the spleen and BM profiles differed. In the spleen, we observed a lower proportion
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of splenic hCD4* cells expressing PD-L1 on D7 p.i.; when compared with noninfected mice (1.6%
[1.0-3.8] vs. 8.0% [6.0-16.4], respectively, p =0.0207). This difference was no longer detected on
D14 and D21 p.i. A similar result was observed for PD-L1-expressing hCD8* T cells, with a longer-
lasting decrease relative to noninfected mice (0.5% [0.4-0.6] at D7, 1.8% [0.3-1.9] at D14 and 3.3%
[1.7-7.0] at D21 vs 5.8% [4.1-14.6] in noninfected animals, p = 0.0027 for D7 and 0.0079 for D14
p.i). In the BM, we observed that the proportion of PD-L1-expressing hCD4" T cells on D21 was
higher in infected mice than in noninfected mice (23.8% [20.4-43.6] vs. 8.6% [5.0-15.4], respectively;
p = 0.0470). This difference was not observed for hCD8" T cells. An analysis of memory fractions
confirmed that the impact on the proportion of PD-L1-expressing cells was not driven by these
populations.

In the chronic phase of infection (D42 p.i.), changes in the proportion of PD-L1 expressing
cells were observed in both myeloid and lymphoid fractions. On myeloid cells, the proportion of PD-
L1-expressing hCD33* cells was lower in PBMCs and spleen, but not in the BM of ART-exposed
compared to untreated HIV-infected mice (2.6% [0.9-4.0] vs. 7.3% [4.5-11.8], respectively,
p=0.0173, in PBMCs; 4.3% [1.7-6.8] vs. 7.5% [5.7-18.6] respectively, p=0.0480, in the spleen).
Accordingly, the proportion of PD-L1* monocytes among the PBMCs was lower in ART-exposed
mice than in untreated HIV-infected mice (2.6% [1.1-4.3] vs. 8.4% [6.7-15.2], respectively; p =
0.0238) (Fig. 6B). Concerning the T cell compartment, the proportion of PD-L1* hCD4" T cells in
the spleen was lower in ART-exposed mice than in untreated HIV-infected mice (2.8% [1.5-5.0] vs.
9.6% [7.1-21.4], respectively; p = 0.0051), and the same trend was observed in the BM (4.4% [1.5-
11.8] vs. 6.6% [5.5-20.0], respectively; p = 0.0880). We also observed a lower proportion of PD-L1*
hCDS8* T cells in ART-exposed mice than in untreated HIV-infected mice for the spleen ((2.0% [1.1-
3.6] vs. 5.9% [4.1-10.8], respectively; p = 0.0480) but not for the BM. When focusing on memory T
cells, the proportion of splenic memory hCD8" T cells expressing PD-L1 was lower in ART-exposed

mice than in HIV-infected mice (1.7% [0.7-3.2] vs. 5.6% [3.7-9.0], respectively; p = 0.0101). A
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similar trend was observed for the splenic memory hCD4* T cell population (p = 0.1490). No
significant difference was observed for memory T cells in the BM (Fig. 6B).

Overall, we observed that PD-L1 expression was regulated during HIV infection, although the
impact depended on the stage of infection. In early-stage infection, we observed the significant
modulation of PD-L1 expression on lymphoid cells but not on myeloid cells. In contrast, ART

reduced PD-L1 expression on both lymphoid cells and myeloid cells.

The combination of ART with a JAKi reduced the proportion of PD-L1* monocytes among
PBMC:s and the proportion of PD-L1* T cells among PBMCs and splenocytes.

Strategies that limit chronic inflammation may be beneficial in patients with a chronic HIV
infection. Given that IFN-I and II modulate PD-L1 expression (29,30), we next looked at whether
JAKIi treatment could modulate PD-L1 expression in chronically infected BRGSF-A2 HIS mice. The
experimental protocol was as follows: the mice were infected, exposed to ART from D21 p.i.
onwards, treated 1.p. daily with a JAKi or vehicle from D35 p.i. onwards, and euthanized on D42 p.1.
(Fig. 7A). The groups of ART/JAKi- and ART-exposed mice had similar plasma viral loads (S.4A
Fig) and absolute counts of hCD33* cells, human monocytes and hCD3* cells in PBMCs, spleen and
BM (Fig. 7B). These are two important prerequisites for considering the clinical use of baricitinib in
HIV infection: the plasma viral load must still be suppressed and the absolute immune cell counts
must remain stable. With regard to the T cell compartment, the proportions of memory hCD4* T cells
in the spleen and BM were broadly similar in ART/JAKi- and ART-exposed mice, although the
hCD4* T cell count in the spleen was slightly higher in the JAKi-treated animals (74.8% [62.6-88.8])
vs. 60.4% [42.8-72.7]), respectively; p = 0.0580) (Fig. 7C). We did not observe a significant
difference in the proportion of memory hCD8* T cells in lymphoid tissues. JAKi treatment did not
appear to influence the proportion of PD1* memory hCD4" and hCD8" T cells in the spleen or BM
(Fig. 7C). Furthermore, HLA-DR expression on hCD4" and hCD8" T cells was not modified -

suggesting that the activation profile was similar in the two groups of mice (S.4B Fig). Lastly, we
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assessed the impact of JAKi treatment on PD-L1 expression on myeloid and lymphoid cells; there
were no significant differences in the proportions of PD-L1-expressing hCD33* cells among PBMCs,
splenocytes and BM cells (Fig. 7D). It is noteworthy that the proportion of PD-L1-expressing myeloid
cells varied greatly from one mouse to another. There was a non-significant trend towards a lower
human monocyte count among PBMCs in the ART/JAKi group vs. the ART group (2.2% [1.2-3.7]
vs. 13.7% [13.5-16.4], p = 0.0571). As seen for myeloid cells, high heterogeneity among monocytes
also prevented us from drawing firm conclusions with regard to the spleen and the BM. In the
lymphoid compartment, we observed a significant lower number of circulating hCD4" and hCD8* T
cells expressing PD-L1 in the ART/JAKIi group than in the ART group (2.3% [1.2-4.5] vs. 6.5% [4.0-
8.4], respectively, for hCD4"; p = 0.0159; 4.2% [2.3-6.7] vs. 9.6% (8.3-11.9], respectively, for
hCD8"; p =0.0061). Furthermore, there were non-significant trends towards lower PD-L1-expressing
hCD4" and hCD8" T cell counts in the spleen in ART/JAKi mice compared to ART mice (1.3% [0.7-
4.6] vs. 3.1% [2.0-9.9], respectively, for hCD4"; 2.5% [0.6-8.8] vs. 4.2% [2.9-18.7], respectively, for
hCDS8*; p = 0.0693 for hCD4" and 0.0749 for hCDS8").

In conclusion, we demonstrated that treatment with a JAKi did not significantly influence viral
control in ART-exposed BRGSF-A?2 HIS mice. However, JAKi impacted the lymphoid compartment
in ART-exposed HIS mice by reducing the proportion of PD-L1* T cells among PBMCs and

splenocytes.
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Discussion

We developed a model of ART-controlled HIV infection in the BRGSF-A2 HIS mouse. This
model mimicked some key parameters of HIV infection in humans: the viral load, CD4" cell
depletion, and the response to ART. Using the RS tropic NL(ADS) strain of HIV (in attempt to avoid
severe infection and excessive hCD4* cell depletion) (68), we observed a rapid increase in the viral
load associated with hCD4" cell depletion. The time course of infection was similar to that seen in
humans. the peak viral load (10° to 10° copies/mL) is observed 2 weeks p.i. in the HIS mice (69-73)
and in humans (74-76). In the BRGSF-A2 model, however, the viremia reaches a plateau, rather than
the peak seen during SIV infections in the macaque and HIV infections in humans. The time course
of hCD4" cell depletion was similar to that observed in other HIS models infected with the RS tropic
virus; the trough typically occurs at 3 to 6 weeks p.i. (73,77,78) but varies according to the infection
route. The rapid, sustained decay in the hCD4" cell count and the persistence of a high plasma viral
load during the chronic phase of infection suggest that the HIV infection in the BRGSF-A2 HIS model
is severe and progresses rapidly. The administration of a combination of TDF, FTC, and DTG early
in the chronic phase of infection induced a strong treatment response, with a significant reduction in
viral load and a progressive recovery in the hCD4* T cell count after 2 weeks. Our decision to
administer ART in the drinking water was based on pharmacokinetic studies in which the mice were
found to rapidly metabolize TDF, FTC, and DTG (79) (Gouget et al, unpublished data); hence, a daily
regimen was essential. Several studies have described the effects of ART with different drug
combinations in HIS mice (80-84). However, pharmacokinetic studies are rare (81,85), and
administration in the drinking water was used in only a few studies (56,86). Although administration
in the drinking water was technically challenging (requiring proper solubilization and stability of the
three drugs) and was more variable (in terms of daily uptake per mouse) than i.p. injection, it
facilitated long-term treatment and avoided the need to handle and inject the mice on a daily basis.

The plasma levels of each drugs were within the therapeutic range in most of the BRGSF-A2 HIS
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mice, although the TDF level was below the LQ for some animals. Interestingly, and as observed in
clinical settings, the HIS mice showed variable immune responses to ART at early time points:
although some of the animals showed a limited hCD4" cell recovery, all controlled the virus. We
observed that prior to ART, a small proportion of memory hCD4" T cells was associated with a
limited hCD4* T cell recovery - suggesting that the peripheral compartment is preferentially involved
in the initial stages of immune recovery. The HIS model exhibits a constant but relatively low level
of thymic egress and may thus be of value for further evaluating the discrepancy between viral
responses and immune responses during ART. Initiation of an 8-week course of ART early in the
chronic phase (3 weeks p.1., at a time when reservoirs are already constituted) did not enable viral
control after treatment discontinuation; this contrasts with what has been described in a small fraction
of ART-exposed patients capable of controlling the virus following ART discontinuation (66). We
consistently observed viral rebound, which thus preclude any analysis of factors that might contribute
to post-treatment control. Hence, the viral response to ART discontinuation in the BRGSF-A2 model
of HIV infection was very similar to that observed in most patients.

The present study’s primary objective was to evaluate the modulation of PD1/PD-L1
expression in various settings: (i) during the natural course of HIV infection (during early and chronic
phases), (ii) during ART-controlled HIV infection, and (iii) following the discontinuation of ART.
We demonstrated previously that the BRGSF-A2 HIS model has much the same T cell senescence
and exhaustion profiles as in humans (49): the preferential expression of PD1 among memory T cells
and a higher proportion of PD1-expressing cells in the BM are observed in both the HIS mouse and
human models. Nevertheless, the proportion of PD1" memory cells was remarkably high -
presumably due to the animals’ age; the mice evaluated here were slightly older than those in our
previous studies. Indeed, the proportion of PD1-expressing cells is known to be significantly higher
in older animals (49). Importantly, age does not appear to impact the efficacy of anti-PD1 agents (87).
Interestingly, we observed very small changes in the proportions of PD1-expressing cells at the

surface of memory cells. These observations may appear to contradict previous descriptions of PD1
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as a marker of HIV infection (7,88,89). As described previously (88,90), the increase in the proportion
of PDI cells predominantly reflects an increase in the T cell subsets preferentially expressing PD1
(i.e. the memory T cell compartment) in the context of chronic infection. Due to low cell counts and
technical limitations, we were not able to determine the proportion of PD1-expressing HIV-specific
hCD8" T cells. Indeed, PD1 is upregulated on HIV-specific CD8" T cells during HIV infection (2,8).
However, our objective was to evaluate the potential impact of an in vivo anti-PD1 regimen that
would affect both HIV-specific and nonspecific responses. The potential of PD1 blockade has been
considered in various settings: untreated, viremic infection (15-17,67), ART-controlled infection
(19-21,91), and the discontinuation of ART (19-21). Although transient falls in the viral load were
transiently observed, none of these protocols was associated with a stronger immune response and
thus long-term improvements in virologic and immunologic parameters. We tested another strategy
in which anti-PD1 was initiated just before the discontinuation of ART; anti-PD1-treated mice with
an uncontrolled HIV infection were used as controls. Although the anti-PD1 agent had a strong impact
on PD1* T cell populations (as assessed by a lower proportion of memory cells in the spleen 11 days
after anti-PD1 treatment), no major change in the viral rebound was observed in this setting and the
immune parameters were essentially unaffected. Given that PD1 expression can be potentially
compromised by binding of the anti-PD1 agent to surface PD1, we used TIGIT (92) as a surrogate
marker of exhaustion. No major changes were detected. Nevertheless, a slight but significant increase
in the proportion of Ki67-expressing hCD4* T cells (with a trend for hCD8" T cells) confirmed that
anti-PD1 treatment had induced moderate changes in the immune compartment. Although various
anti-PD1 regimens have shown promise, major improvements have not been achieved. Given that
anti-PD1 immunotherapy can also induce serious adverse events (14), the optimal dose, treatment
duration and treatment window for efficacy have yet to be defined. As already suggested,
combinations of immunotherapeutics that target PD1 and another immune checkpoint may provide a

breakthrough improvement (93). However, PD1 expression on memory T cells can also be considered
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as a physiologic marker that reflects T cell adaptation rather than a defective immune compartment
(21,94).

The limited impact of infection and ART on PD1 expression led us to consider a different
approach and thus to study the expression of PD-L1. Interestingly, we observed significant changes
in the proportion of PD-L1* lymphoid cells (but not myeloid cells) during early-stage infection. This
presumably reflects (i) the time point chosen for the analyses (which may have been too late to
observe changes in the myeloid compartment) and (ii) the greatly differing proportions of PD-L1*
cells in the various myeloid subsets. HIV infection was associated with a transient reduction in the
proportion of PD-L1* T cells in the spleen and a late increase in these proportions in the BM. The
proportion of PD-L17 T cells recovered during the chronic phase of HIV infection. Interestingly, ART
at this stage impacted PD-L1 expression in both the myeloid and lymphoid compartments, with a low
proportion of PD-L17 hCD33" cells, human monocytes, hCD4" T cells and hCD8* T cells. The
expression of PD-L1 on lymphoid T cells has been largely neglected to date: however, recent studies
(mostly in tumor models) have evidenced the presence of PD-L1" CD8* T cells and have evidenced
their pathogenic (immunosuppressive) role (50-52,95,96). It remains to be seen whether this
population is relevant in the context of HIV infection. Importantly, PD-L1 is encoded by an ISG, as
assessed by IFN’s modulation of PD-L1 expression on tumor cells (30) or monocytes in the context
in HIV infection (97). We sought to determine whether the combination of IFN signaling blockade
(via JAK 1/2 inhibition) with ART modulated PD-L1 expression on T cells. Our experimental set-up
was designed to prevent the major adverse events associated with IFN blockade, such as loss of viral
control when inhibition is initiated too early. Treatment with a JAKi 2 weeks after ART initiation
was not associated with an increase in the viral load. However, JAKi treatment was associated with
areduction in the proportions of PD-L1" hCD4" and hCD8" T cells among PBMCs and (although not
significantly) in the spleen. The JAKi’s direct impact on the myeloid compartment was difficult to
evaluate because of the high intragroup variability in the proportions of PD-L.1" hCD33* cells and

monocytes. However, a non-significant trend towards a reduction in the proportion of PD-L1* human
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monocytes was observed. Consequently, these results suggest that the JAKi/ART combination may
indirectly influence exhaustion by limiting PD-L1 expression. JAKi-based strategies may help to
control chronic HIV infection through several mechanisms: (i) reduction of chronic inflammation
(44), (ii) modulation of exhaustion (by reducing the proportion of PD-L1-expressing cells), (iii)
reduction of immunosuppression (by reducing the proportion of PD-L1-expressing CD8" T cells
and/or myeloid cells), and (iv) reduction of the HIV reservoir’s life span (98). Although many
questions regarding the timing, duration and dose of JAKi treatment have yet to be addressed, our
present data open up perspectives for JAKi-based immunotherapy during ART-controlled infection.

Overall, our results show that the BRGSF-A2 HIS model is susceptible to HIV infection and
enables the short- and long-term follow-up of the disease required for the reliable assessment of
immunotherapies. The use of the HIS mouse had some specific limitations. Although HIS models
provide a normal T cell compartment, myeloid reconstitution is partial and chimeric. This chimerism
may explain the limited, heterogeneous data obtained here for the myeloid compartment (notably in
terms of PD-L1 expression). Secondly, viral persistence in tissue sites (such as gut) appears to be
very limited, due to poor colonization by human cells and/or the severity of the HIV infection (with
complete depletion of the hCD4" T cell compartment) in these sites. These two limitations may have
limited our ability to interpret the inflammatory responses during chronic HIV infection in HIS mice;
these responses might be slightly weaker in the mice than in humans. It is noteworthy that IFN
signatures are detected in the HIS model, which evidences some degree of inflammation (44,45). For
all these reasons, we focused on the T cell compartment. Whereas PD1 blockade has been extensively
studied, our present data suggest that the PD1/PD-L1 can also be targeted by JAKi through the IFN
signaling pathway. This strategy may have particularly relevance by modulating both inflammation
and exhaustion and may help to improve immune responses during ART-controlled chronic HIV

infection.
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Legends

Figure 1. Impact of HIV infection on the lymphoid and myeloid compartments in BRGSF-A2
HIS mice at early stages of infection. (A) BRGSF-A2 HIS mice were infected with the HIV-1
NL(ADS) strain; Blood samples were taken until 82 days p.i. The changes over time in the plasma
viral load (left) and percentage of hCD4" T cells (relative to the absolute number of hCD4* T cells at
baseline) (right) are shown. The dashed line corresponds to the lower LQ for the viral load, and the
grey line corresponds to the median hCD4* T cell percentage at baseline. Three independent
experiments are shown, with respectively n = 5 (#1), n = 12 (#2), and n = 14 (#3). (B, C, D)
Characterization of lymphoid and myeloid cells in the blood, spleen and BM during the early stages
of infection. PBMCs, splenocytes and BM cells (1 femur per animal) from noninfected mice (n = 18)
or infected mice were collected for 7 (n = 8), 14 (n = 8) or 21 (n = 7) days. The blood counts are
expressed in cells per milliliter. (B) Total hCD45*, hCD4* and hCD8* counts, and the frequency of
memory T cells. (C) Total hCD33*, human monocyte, hcDC and hpDC counts. Human myeloid cells
were defined as follows: monocytes (hCD33*hCD15hCD14"hCD16%"), hcDCs (hCD33*hCD15
hCD14hCD16hCD11c¢*) and hpDC (hCD3'hCD20'hCD33*"hCD123*hCD303%). (D) A
representative dot plot showing PD1 and hCD4 expression on hCD3* cells from splenocytes collected
on D21 p.. from HIV-infected mouse. The frequency of PD1-expressing cells among total and
memory T cells was determined. The graphs show the median [IQR]. The HIS mice were generated
with more than four different donors. Statistically significant differences in a nonparametric
Wilcoxon test (for comparisons of different time points in the same animal) or a Kruskal-Wallis test
with Dunn’s post-test (for comparisons of experimental and control groups at the same time point)

are indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001

Figure 2. ART reduces the viral load and enables hCD4* cell recovery, with no change in the

proportion of PD1-expressing cells at the chronic stage of HIV infection in BRGSF-A2 HIS
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mice. (A) A schematic representation of the times of infection and ART. After confirmation of an
effective viral infection, we studied untreated mice (n = 30, in red) and ART-exposed HIV-infected
mice (n = 28, in green). The median plasma viral load and percentage of hCD4" T cells (relative to
the baseline) are shown on left-hand graphs. A scatter plot also shows the viral load and hCD4" T cell
percentages (on D43 for the viral load, and on D43 and D75 for the hCD4" T cell percentages). The
dashed line corresponds to the lower LQ for viral load, and the grey line corresponds to the median
hCD4" T cell percentage at baseline. (B) Plasma concentrations (ng/ml) of dolutegravir (DTG),
emtricitabine (FTC) and tenofovir (TDF) after 2 weeks of oral ART (D35 p.i.). (C) Total T cell count,
the frequency of memory T cells, and the frequencies of PD1-expressing memory T cells among
hCD4" and hCDS8* T cells collected from the spleen and BM (1 femur per animal) of ART-naive mice
(n =7, in red) and ART-exposed HIV-infected mice (n = 8, in green) on D42 p.i. (i.e. after 3 weeks
of ART). The median and IQR are indicated on the scatter plot and the bar graph. The data were
obtained in two independent experiments on mice generated with more than four different donors.
Statistically significant differences in a nonparametric Wilcoxon test (for comparisons of different
time points in the same animal) or a Mann-Whitney test (for comparisons of HIV and ART groups at

the same time point) are indicated as follows: ** p<0.01, *** p<0.001, and **** p<0.0001

Figure 3. Impact of the discontinuation of ART on the plasma viral load and T cell compartment
in BRGSF-A2 HIS mice. (A) A schematic representation of the times of infection and ART. The
groups were noninfected mice (n = 6, grey), ART-naive mice (n = 14, in red), and HIV-infected mice
in which ART was given for 8 weeks and then discontinued. The animals were euthanized 11 days
(n =7, in pale green) or 34 days (n =7, in dark green) after the discontinuation of ART. The plasma
viral load was monitored up until D119 p.i.. The dashed line corresponds to the lower LQ. (B) Total
numbers and frequencies of memory T cells and PD1-expressing cells among memory hCD4* and

hCDS8* T cells. Samples were collected from the spleen and BM (1 femur per animal). The data
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(quoted as the median [IQR]) came from a single experiment on 34 mice generated with eight

different donors. The groups were compared using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-test.

Figure 4. PD1 blockade in chronically HIV-infected BRGSF-A2 mice. (A) A schematic
representation of the times of infection and anti-PD1 treatment. HIV-1 infected mice were injected
with an anti-PD1 agent (n = 12, blue) or vehicle (n = 12, in red). Four injections were performed over
10 days. Samples were analyzed on D11 (D43 p.i.) or D34 (D66 p.i.) after the last injection. In
representative dot plots, the PD1 blockade’s efficacy is shown in terms of PD1 and hCD4 expression
on splenic hCD3" cells from nontreated or treated mice euthanized on D11 after the last injection. (B)
The plasma viral load in anti-PD1-treated and sham injected HIV-infected mice. The dashed line
corresponds to the lower LQ. (C) The frequency of memory T cells collected from the spleen and
BM on D11 after the last injection for anti-PD1 treated HIV-1 infected mice (n = 6, in turquoise) and
untreated HIV-1 infected mice (n = 6, in red)) and on D34 after the last injection for anti-PD1 treated
HIV-1 infected mice (n =5, in blue) and untreated HIV-1 infected mice (n = 6, burgundy)). The data
(quoted as the median [IQR]) came from a single experiment on 23 mice generated with eight
different donors. Statistically significant differences in a nonparametric Wilcoxon test (for
comparisons of different time points in the same animal) or a Mann-Whitney test (for comparisons

of different groups at a given time point) are indicated as follows: * p<0.05.

Figure 5. A combination of orally administered ART and PD1 blockade does not improve viral
control after the discontinuation of ART in BRGSF-A2 HIS mice. (A) A schematic representation
of the times of infection, ART, and anti-PD1 treatment. Three groups of mice were studied: ART-
naive mice (n=14, in red), mice exposed to ART only (n=14, in green) and mice exposed to ART-
and an anti-PD1 agent (n=14, in blue). Samples were analyzed on D11 (D96 p.i.) or D34 (D119 p.i.)
after the last anti-PD1/sham injection. The plasma viral load is shown. The dashed line corresponds

to the lower LQ. (B) Frequency of memory T cells and (C) frequencies of TIGIT, CD57, Ki67-

34



expressing memory T cells collected from the spleen on D11 and D34 following discontinuation of
ART with or without anti-PD1-treatment. The data (quoted as the median [IQR]) came from a single
experiment on 42 mice generated with eight different donors. Statistically significant differences in a
Mann-Whitney test (for comparisons of ART and ART + anti-PD1 groups at a given time point) are

indicated as follows: * p<0.05.

Figure 6. Characterization of PD-L1 expression in myeloid and lymphoid cells during acute
infection and ART-controlled infection. (A) Frequency of PD-L1-expressing cells among hCD33",
human monocytes, hcDCs, and hpDCs, and among T cells and memory T cells in PBMCs,
splenocytes and BM cells from noninfected mice (n = 18) or HIV-1 infected mice after 7 (n = 8), 14
(n=8) and 21 (n = 7) days. Representative histograms show PD-L1 expression on human myeloid
cells and T cells (with mCD45 as negative control) on D21 for BM cells collected from the HIV-
infected mice. (B) Frequency of PD-L1-expressing hCD33* cells, human monocytes, hCD4" cells,
and hCD8" cells, and memory T cells collected from the spleen and BM of HIV-infected mice (n =
7,1nred) and ART mice (n =38, in green) euthanized after 3 weeks of treatment (D42 p.i.). The median
and IQR are indicated in the bar graph. The data came from two independent experiments generated
with more than four different donors. Statistically significant differences in a Kruskal-Wallis test with
Dunn’s post-test (for comparisons of groups with the control) or a Mann-Whitney test (for
comparisons of HIV and ART groups at a given time point) are indicated as follows: ** p<0.01, ***

p<0.001.

Figure 7. When combined with ART, treatment with a JAKi confers an additional benefit by
modulating PD-L1 expression. (A) A schematic representation of the times of infection, ART and
JAKi treatment. The mice were subdivided into two groups: animals exposed to ART only for 3
weeks (n = 19, green), and animals exposed to ART for 3 weeks and treated with a JAKi for the last

week of ART (n = 19, purple). (B) Total numbers of hCD33" cells, human monocytes and hCD3*
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cells collected from PBMCs, spleen and BM (1 femur per animal) in the two groups. Blood counts
are expressed in cells per milliliter. (C) Frequencies of memory T cells and PD1-expressing memory
T cells collected from the spleen and BM. (D) Frequency of PD-L1-expressing hCD33* cells, human
monocytes, and hCD4" and hCD8" T cells from PBMCs, spleen and BM of mice. Median and IQR
are indicated. The data (quoted as the median [IQR]) came from a two independent experiments on
38 mice generated with more than four different donors. Statistically significant differences in a
Mann-Whitney test (for comparisons of the ART vs. ART + JAKi groups at a given time point) are

indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01.
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Supporting material

Supplemental Figure S1. Early HIV infection was directly detected in nonlymphoid tissues and
altered the hCD4/CDS ratio but not HLLA-DR expression on T cells in lymphoid sites. (A) Viral
DNA (vDNA copies/million hCD45* cells) was measured in AT, gut, lung and liver collected from
mice infected for 7 days (n = 8) or 21 days (n = 7). (B) The hCD4:hCDS ratio in the spleen and BM
from noninfected mice (n = 18) or mice infected for 7 (n = 8), 14 (n = 8) or 21 (n = 7) days. (C) The
frequency of HLA-DR expressing hCD4* and hCD8* T cells among splenocytes and BM cells from
noninfected or infected mice. The median [IQR] is indicated on the bar graph. Data came from a
single experiment on mice generated with four different donors. Statistically significant differences
in a nonparametric Mann-Whitney test (for comparisons of two time points for the same tissue) or a
Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-test [for comparisons of groups with the control) are indicated

as follows: * p<0.05, ** p<0.01.

Supplemental Figure S2. Effects of oral ART on nonlymphoid tissues, hCD4* recovery in
chronic infection, and an association between immune responders and the proportion of hCD4*
memory cells. (A) Viral DNA (vDNA copies/million hCD45* cells) was measured in AT, gut, lungs
and liver collected from untreated HIV-infected mice (n =7, in red) and ART-exposed HIV-infected
mice (n = 8, in green) euthanized on D42 (equivalent to 3 weeks of treatment for the ART-exposed
group). (B) Additional analyses of hCD4" cell recovery after ART initiation. BRGSF-A2 HIS mice
were infected with HIV-1 NL(ADS) as described above, and peripheral blood samples were collected
at various time points following ART initiation. The percentage of hCD4" T cells in the blood
(relative to the baseline) 11 (n=28), 13 (n=24) or 14 (n=17) days after ART initiation was measured.
(C) The plasma viral load, the total hCD4" cell count, and the frequency of memory hCD4* T cells
among PBMCs on D26 (i.e. before initiation of ART) in immunologic responders (IR, defined

according to hCD4" cell recovery on D43 p.i.; n = 13) and immunologic nonresponders (INR) (n =
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8). Blood counts are expressed in cells per milliliter. (D) The hCD4:hCDS ratio in the spleen and BM
from untreated and ART-treated HIV-infected mice on D42. The median and IQR are indicated on
scatter plot and bar graphs. The data shown are composite data from a single experiment (A, C, D) or
from three independent experiments (B) on mice generated with more than four donors. Statistically
significant differences in a nonparametric Mann-Whitney test (for comparisons of a single tissue at
two time point or two tissues at one time point) or a Wilcoxon test (for comparisons of different time

points in the same animal) are indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Supplemental Figure S3. The combination of PD1 blockade with ART has a minor impact on
immunologic parameters in the BM. Two groups of mice were studied: HIV-infected mice exposed
to ART only (n=14, green) or exposed to ART and an anti-PD1 agent (n=14, blue). Analyses were
performed on D11 (D96 p.i.) or D34 (D119 p.1.) after the last anti-PD1/sham injection, as described
in Fig. 5. (A) Frequency of memory T cells and, (B) frequencies of TIGIT, CD57, Ki67-expressing
memory T cells collected from BM cells on D11 and D34 from mice exposed to ART and an anti-
PD1 agent. The data (quoted as the median [IQR]) came from a single experiment on 28 mice
generated with eight different donors. Statistically significant differences in a Mann-Whitney test (for
comparisons of the ART and ART + anti-PD1 groups at a given time point) are indicated as follows:

% p<0.01.

Supplemental Figure S4. When combined with ART, treatment with a JAKi does not alter viral
load control and does not induce HLA-DR expression on T cells. Mice exposed to ART for 3
weeks received a JAKI for the last week of ART (n = 19, purple) or not (n = 19, green). Samples were
analyzed on D42 p.i., as described in Fig. 7. (A) The plasma viral load. (B) The frequency of HLA-
DR expressing hCD4* and hCD8" T cells among PBMCs, splenocytes and BM cells in the ART and

ART + JAKi groups. The data (quoted as the median [IQR]) came from two independent experiments
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on 38 mice generated with more than four different donors. A Mann-Whitney test was used to

compare the ART and ART+JAK:i groups at a given time point.
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Figure 5:
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Figure 6 :
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Figure S2 :
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Figure S3 :
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Discussion
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Environ 40 ans apres le début de la pandémie, il n’existe toujours aucun vaccin ou
traitement curatif pour le VIH-1. Le contrdle de I’infection nécessite actuellement une
trithérapie antirétrovirale a vie, qui a permis d’améliorer considérablement la prise en charge
de cette maladie. Toutefois, les patients infectés restent confrontés a un risque accru de
comorbidités (Maciel et al. 2018) associées au vieillissement (Hasse et al. 2011), a la toxicité
des ARV along terme (Chawla et al. 2018) et a la persistance virale induisant une inflammation
a bas bruit et un épuisement des réponses T (Deeks, Tracy, and Douek 2013; Zicari et al. 2019).
Alors que I’éradication compléte du virus semble encore étre peu accessible et moins prioritaire
au vu de la difficulté de la tache, les stratégies préventives ou vaccinales restent des objectifs
importants. Instaurer une rémission durable du VIH-1 apres I’interruption du traitement ART
est également une étape thérapeutique actuellement considérée. Enfin, un autre axe de recherche
consiste a restaurer les défauts immunitaires persistants, tels que 1’inflammation chronique a
bas bruit, I’épuisement des réponses T et 1’atteinte des muqueuses, dans le but de limiter
I’incidence des comorbidités. Cette thématique est particulierement importante au vu du
vieillissement progressif de la population de patients infectés traités. L’utilisation
d’immunothérapies, qui a déja permis des progres spectaculaires dans le traitement de cancers
ou de maladies auto-immunes, en association avec les ARV représente une stratégie

prometteuse pour agir sur ces deux mécanismes.

L’objectif de mes travaux était de valider un mod¢le d’infection expérimentale au VIH-
1 et d’évaluer le bénéfice thérapeutique de I’association d’un traitement ART efficace combiné
a une immunothérapie : le nivolumab (aPD1) puis le baricitinib (aJAK). Un préalable a ce
travail d’évaluation de différentes approches ARV/immunothérapies au cours de I’infection
reposait sur la caractérisation et la validation du modele BRGSF-A2 HIS comme modele

préclinique adapté. Nous avons validé la bonne humanisation de ce modele dans le sang, la rate,
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la moelle osseuse (MO) et le tissu adipeux (TA) avec une prise de greffe humaine stable a long
terme (supérieure a 55 semaines) ainsi que le développement physiologique du compartiment
T humain en termes de profils d’épuisement et de sénescence. La deuxiéme étude portait sur la
mise au point d’une infection expérimentale au VIH-1 contr6lée sous un traitement ART
efficace. Le modele BRGSF-A2 récapitule les principaux aspects de la pathogenese in vivo :
pic de la charge virale a 2 semaines et déplétion LT CD4" entre 10 jours et 3 semaines post-
infection. En collaboration avec la plateforme de pharmacocinétique et pharmacodynamie, un
traitement ART efficace spécifiquement adapté au modele HIS a été élaboré en précisant la
posologie de trois ARV actuellement recommandés en clinique (DTG, TDF, FTC) pour une
voie d’administration la moins invasive possible pour I’animal : Ia voie per os. Sous ARV, nous
observons une charge virale plasmatique controlée et une restauration du nombre de LT CD4*
apres deux semaines de traitement. Ces deux €tapes de mise en place effectuées, nous avons pu
évaluer le bénéfice thérapeutique potentiel des associations ART/aPD1 puis ART/aJAK durant
I’infection chronique au VIH-1 avec un intérét particulier sur la modulation de la voie PD1/PD-
L1. Au global, dans le modele que nous avons utilisé€ et dans les schémas thérapeutiques utilisés,
nous n’avons pas observé d’impact majeur des traitements aPD1. D’autres schémas
thérapeutiques pourraient étre envisagés, mais du fait de la faible modulation de I’expression
de PD1 par I’infection ou le traitement, nous avons testé une approche différente ciblant plus

spécifiquement PD-L1.
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I. Pertinence des modele HIS comme outil préclinique dans I’infection

VIH-1

Quels sont les avantages théoriques d’un modele HIS ?

La diversité des modeles HIS, les différentes stratégies disponibles et I’amélioration
constante de ces modeles rendent le choix difficile avant d’envisager des études précliniques
dans un modele d’infection expérimentale au VIH-1. Cette diversité de modeles est a la fois un
atout et démontre la vitalité du domaine pour générer le modele HIS le plus performant, mais
aussi une faiblesse. La multitude de modeles nuit a la possibilité de comparer des séries de
données, et démontre les insuffisances constitutives de la plupart des modeles.

Il existe des avantages communs a tous les modeles : ils présentent désormais un
systétme immunitaire intégrant toutes les lignées hématopoiétiques avec une prise de greffe
robuste. L humanisation permet d’intégrer 1’hétérogénéité humaine lors de la greffe en utilisant
différents lots de donneurs génétiquement distincts tout en maitrisant les parametres
environnementaux de la souris HIS (flore intestinale, expositions aux pathogenes, historique
clinique). Un troisiéme avantage est I’acces facile a I’ensemble des tissus lors de I’euthanasie
des animaux qui permet une caractérisation phénotypique fine. En particulier, I’acces aux
muqueuses pourrait permettre d’étudier plus en profondeur les phases précoces de 1’infection
VIH-1 et la mise en place de la réponse innée comme premiere ligne de défense de I’organisme,
des notions difficiles a approcher chez ’homme 1i¢ au délai du diagnostic. Néanmoins, ces
modeles présentent un chimérisme important dans les tissus non lymphoides, qui pourrait
limiter la portée de ces études. Dans un contexte pathologique, la possibilité d’étudier
directement I’infection par le VIH-1 fait de la souris HIS un modele de choix. En effet, les
modeles macaques sont uniquement sensibles a 1I’infection par le SIV ou a un virus chimérique

apparenté exprimant I’enveloppe du VIH-1 (Env-SHIV ou SHIV) ou la transcriptase inverse
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(RT-SHIV). Le modele HIS permet aussi d’évaluer 1’efficacité de nombreux médicaments sans
les résistances retrouvées dans le modele d’infection SIV (INNTI, certains IP et inhibiteurs
d’entrée) (Witvrouw et al. 2004; Parkin and Schapiro 2004; Giuffre et al. 2003). En effet, les
protéases du VIH-1 et du SIV présentent des différences au niveau de plusieurs acides aminés
des sites actifs (Zhao et al. 1993) conduisant a I’inefficacité de certains IP. Les modeles HIS
offrent alors une transposition plus proche des combinaisons d’ARV utilisées en clinique et
permettent d’étudier les complications éventuelles difficiles a étudier chez I’homme, comme
les interactions médicamenteuses, I’émergence de virus résistants ou la réplication résiduelle
au sein de tissus.

Sur le plan technique, nous avons utilisé le modele BALB/c Rag2X© IL-2RycK®
SIRPaNOP Fl1k2KO HLA-A2HHP (BRGSF-A2) en raison de (i) sa grande capacité de greffe
hématopoiétique humaine grice a une tolérance des phagocytes murins face aux cellules
humaines, (i1) une amélioration de 1’homéostasie myéloide humaine due a un défaut de
développement des cellules myéloides murines, et (iii) une amélioration du développement, de
I’accumulation et de la fonction des LT humains par I’expression des molécules HLA de classe
I. Un autre critere, important dans I’optique d’essais précliniques, est la capacité a générer de
grandes cohortes d’animaux présentant une humanisation élevée et homogene. La génération
du modele BRGSF-A2 repose sur la seule transplantation de CSH CD34* par voie intra-
hépatique dés les premiers jours de vie de I’animal, un des protocoles d’humanisation les moins
fastidieux permettant de générer facilement d’importantes cohortes d’animaux. Nos données
mettent en évidence un développement et une accumulation €élevée de cellules hCD45" au sein
des PBMC, de la rate, de la MO et du TA d’animaux agés de 16 a 19 semaines post-
humanisation, bien que les proportions varient d’un tissu a ’autre. Un deuxiéme critére est la
capacité a générer un systeme immunitaire proche de la physiologie humaine. En ce sens, la

souris BRGSF-A2 présente plusieurs avantages. Tout d’abord, dans un contexte non infectieux,
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nous avons établi une comparaison entre les souris BRGSF-A2 HIS et ’homme (donneur sain).
Nous avons évalué le ratio hCD4/hCDS, qui reflete la qualité de la reconstitution immunitaire
dans le modele HIS mais aussi la sénescence immunitaire dans un cadre clinique. Les ratios
hCD4/hCD8 observés dans les tissus murins étaient tres similaires a ceux décrits chez 1’homme
(Sathaliyawala et al. 2013). Nous avons ensuite caractérisé la proportion relative des cellules
Tx et Twm, qui indique a la fois la qualité de la reconstitution et sert de marqueur standard du
vieillissement. Dans le sang des souris HIS, la population de LT était essentiellement constituée
de LT hCD4" et hCD8* naifs. Comme décrit chez 1’homme (Damouche et al. 2017; Di Rosa
and Watts 2016), la proportion de Tn dépendait du tissu ; la fraction Tn représentait le principal
compartiment des LT au sein des PBMC et des splénocytes, tandis que la fraction Twm
prédominait parmi les cellules de la MO et du TA. La fréquence de Tn était plus élevée chez
les souris HIS que chez les donneurs sains et reflete probablement (i) les conditions
d’hébergements strictes des souris, c’est-a-dire avec beaucoup moins de stimulation
environnementale que chez les donneurs sains, et (ii) le biais d’age potentiel, c’est-a-dire la
comparaison de souris HIS agées de 20 semaines avec des donneurs sains adultes. Tres peu de
cellules Tk ont été détectées chez les souris BRGSF-A2 HIS, ce qui renforce I’hypotheése d’une
stimulation environnementale limitée et donc d’une activation réduite du compartiment T. Ces
similitudes avec 1’homme confortent le potentiel du modéle BRGSF-A2 comme outil

préclinique.

Quelles sont les limitations conceptuelles et pratiques des modeles HIS ?

Comme les autres modeles HIS, la souris BRGSF-A2 présentent des limitations
conceptuelles qu’il est important de considérer. Tout d’abord, les souris BRGSF-A2 sont
déficientes pour I’IL-2Ryc. La mutation yc impacte les signalisations a I’IL-2, IL-4, IL-7, IL-9,

IL-15 et IL-21 entrainant un défaut de développement murin des précurseurs lymphoides et des
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cellules NK. Alors que cette déficience est nécessaire a 1’augmentation substantielle de la
thymopoiese humaine chez la souris HIS (Gimeno et al. 2004; M. Ito et al. 2002; Traggiai et al.
2004), elle entraine une signalisation a 1I’IL-7 défectueuse et de fait, une absence de cellules
inductrices du tissu lymphoide pendant la vie feetale (Chappaz and Finke 2010; Van De Pavert
and Mebius 2010). II en résulte une absence de structures ganglionnaires, pourtant nécessaire a
I’orchestration de la réponse immunitaire et la maturation cellulaire. Comment la souris
BRGSF-A2 comble-t-elle cette absence de structures ganglionnaires ? Comment cela affecte-t-
il les réponses adaptatives dans I’infection expérimentale au VIH-1 ? Il est décrit que I’infection
par le VIH-1 entraine des changements spectaculaires et progressifs de 1’architecture des
ganglions lymphatiques, particulierement évidents durant la phase chronique de I’infection qui
sont associés a I’activation immunitaire persistante et a 1I’inflammation tissulaire (Estes 2013).
Ces dommages structurels, 1’activation immunitaire, les signaux inflammatoires et la
modification des gradients de chimiokines jouent un role important dans la dynamique des LT.
Puisque I’infection se développe dans les modéles HIS, et que des perturbations immunitaires
sont induites, il semble que les processus d’activation soient présents dans ce modele. Il est
alors possible que la rate, par phénomene de compensation, exerce une activité immunitaire
différente de celle attendue a cause de ces modifications structurelles et cellulaires induites par
le virus. L absence de structures ganglionnaires est une limitation importante qui a récemment
été corrigée en imposant la génération de ganglions lymphatiques par I’expression ectopique de
la protéine TSLP (Yan Li et al. 2018), une protéine permettant d’assurer le développement de
ganglions chez les souris IL2RycX? par une voie de signalisation indépendante de 1’IL-7
(Chappaz and Finke 2010). Les travaux de Li et al. en 2018 ont montré que les souris BRGST
(souris BRGS transgénique pour TSLP), présentaient des ganglions lymphatiques distribués,
un développements robuste de cellules Tth et une amélioration des réponses T et B spécifiques

(Yan Li et al. 2018). Ce nouveau modele pourrait combler une limite importante des modeles
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HIS présentant la mutation yc, et offrir ainsi de nouvelles perspectives pour étudier la migration,

la coopération T-B humains, et la réponse humorale dans 1’infection par le VIH-1.

Bien que la transplantation de CSH CD34" chez les souris hdtes soit un processus plus
simple, une autre limitation du modele BRGSF-A2 repose sur la restriction au CMH et
I’éducation des cellules humaines au sein d’un thymus murin. Une premiére critique est que
cette interaction chimérique (précurseurs T humains/cellules thymiques murines) pourrait
induire un biais de sélection. Des études démontrent néanmoins que les thymocytes humains
présentent un comportement similaire dans les environnements thymiques de la souris et de
I’homme (Halkias et al. 2015). Un deuxieme sujet de discussion repose sur le fait que dans la
plupart des modeles HIS, les précurseurs humains sont théoriquement sélectionnés dans le
thymus sur la base d’interactions avec des complexes CMH murin/peptides endogenes, tandis
que les réponses immunitaires déclenchées en périphérie mobiliseront les LT humains lors de
contacts avec des CPA présentant les peptides au sein d’'un CMH humain et/ou murin selon le
chimérisme myéloide induit. L’interaction entre cellules humaines et cellules
épithéliales/endothéliales serait également biaisée. Pour contourner cette limitation,
I’introduction d’un transgéne humain de classe I (modele BRGSF-A2) ou de classe I et de classe
IT (modele BRGS-A2/DR2) (Masse-Ranson et al. 2019) a été effectuée. De plus, les cellules
dérivées des CSH semblent participer a la sélection thymique (Yang Li et al. 2019), y compris
les thymocytes (E. Y. Choi et al. 1997; Melichar et al. 2015) et les LB (Frommer and Waisman
2010). Ces dernieres observations suggerent que 1’expression de transgenes humains de classe
I ou II sur les cellules épithéliales thymiques n’est probablement pas strictement nécessaire.
Dans le modele BRGSF-A2, la présentation de peptides par le CMH peut donc théoriquement
impliquer le HLA-A2 humain transgénique présent sur les cellules murines, la combinaison

HLA humain du donneur, et le CMH endogene de la souris puisque les animaux sont encore
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compétents pour I’expression du CMH de classe I et de classe II de souris. La fréquence relative
de ces contacts dans le thymus (épithélium murin) ou dans la périphérie (chimérisme myéloide,
tissu murin) reste a mieux établir. Malgré ces sources variables assurant la sélection thymique
et les contacts périphériques, la forte proportion de LT hCD4* et hCD8" naifs et la survie a long
terme (supérieure a 55 semaines) que nous avons détectées semblent Etre des indicateurs
importants sur 1’efficacité de la génération de LT fonctionnels, la sélection thymique et la survie
périphérique du modele BRGSF-A2. Le modele Neo-Thy, transplanté par des fragments de
thymus humain non feetaux associés a des CSH de sang de cordon ombilical (Brown et al.
2018), offre un environnement thymique humain et pourrait en outre constituer un outil
intéressant pour les études sur la tolérance centrale et périphérique et apporter des €léments de
réponses supplémentaires pour les modeles HIS chimériques. En comparant la qualité de
I’humanisation obtenue a partir de donneurs A2* et A2°, nous avons observé une proportion et
un nombre absolu plus €levés de cellules hCD45" parmi les cellules CD45™ totales dans le sang
lorsque nous utilisions des cellules de donneurs A2*. De maniere surprenante, ce meilleur
rendement en cellules hCD45* était associé a un nombre plus élevé de hCD19" et non de hCD3*,
hCD4* ou hCDS8*. En outre, aucune différence sur la différenciation naive/mémoire,
I’épuisement et le profil de sénescence n’a été observée parmi les LT hCDS8", ce qui confirme
I’impact limité a 1’état basal de donneurs appariés. Le nombre significativement plus élevé de
cellules hCD19* chez les donneurs HLA-A2" a également été décrit lors de la comparaison
entre les animaux BRGS-A2/DR2 et BRGS HIS (Masse-Ranson et al. 2019), mais le
mécanisme responsable de cette observation n’est pas défini. Cependant, on pourrait s’attendre
a un avantage de 1’utilisation de donneurs appariés lors du suivi des réponses T CD8* dans le
contexte tumoral et/ou infectieux, comme précédemment décrit dans le modele NSG-A2

(Billerbeck et al. 2011; Leonard D. Shultz et al. 2010).
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Une limitation fréquemment soulevée lors de 1’utilisation de modeles HIS est la
cinétique d’établissement du chimérisme humain/murin et sa persistance. Les premiers mod¢les
HIS présentaient un taux de reconstitution faible et peu durable, démontrant que les proportions
et nombres absolus des différentes populations cellulaires ainsi que leur phénotype évoluaient
avec le temps. D’une part, un minimum de 8 a 12 semaines est nécessaire pour 1’établissement
de la greffe au sein des souris NOG/NSG ou BRGS/dérivés et d’autre part, a plus long terme,
ces greffes peuvent étre associées a I’apparition progressive d’'une GVHD. Ce phénomene est
particulierement observé pour les modeles présentant la mutation scid. Observé apres six mois
d’humanisation, ce phénomene entrave le développement d’un modele physiopathologique et
’utilisation de ces animaux sur une période plus étendue compatible a 1’évaluation d’une
stratégie thérapeutique (Greenblatt et al. 2012; Karpel, Boutwell, and Allen 2015; Hilger et al.
2016). Le modele BRGSF-A2 a I’avantage de ne pas présenter la mutation scid. Nous avons
analysé la greffe de cellules hCD45" dans les PBMC, la rate et la MO a trois ages différents :
adultes (16 a 19 semaines), intermédiaires (31 a 39) et agés (51 a 55 semaines). Le nombre
absolu de cellules hCD45" dans le sang était significativement plus faible chez les animaux
agés que les adultes. Dans la rate et la MO, la diminution du nombre de cellules hCD45* a déja
été détectée chez les animaux intermédiaires par rapport aux adultes et cette diminution s’est
maintenue chez les animaux agés. De facon importante, les nombres absolus de LT hCD3*,
hCD4* et hCD8* ont été conservés dans la rate et la MO des animaux intermédiaires et agés,
alors qu’une légeére diminution a été observée dans le sang. L’analyse des profils de
différenciation naif/mémoire/effecteur et des profils d’épuisement (PD1) et de sénescence
(CD57) a montré un compartiment T stable avec des signes physiologiques du vieillissement,
c’est-a-dire une diminution du nombre absolu de LT hCD8" naifs et une augmentation des

profils d’épuisement et de sénescence au sein des sous-populations mémoires et effecteurs des
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LT. Il s’agit de données importantes pour I’évaluation d’un modele HIS, confirmant son

potentiel dans 1’¢tude de pathologies chroniques et I’évaluation de stratégies thérapeutiques.

Les cytokines jouent un role clé dans le développement des cellules immunitaires et leur
maturation, I’induction de réponses immunitaires et les interactions entre cellules, organes ou
systemes. Lorsqu’on envisage des études chez la souris HIS impliquant un chimérisme
cellulaire et tissulaire, il est essentiel de considérer qu’une partie des cytokines ne réagira pas
entre les especes et que cette absence de réaction croisée pourrait étre asymétrique. C’est le cas
de I’IL-6 : dans les modeles HIS, il existe deux sources de cytokines ayant des effets différents,
I’IL-6 humaine capable d’activer toutes les cellules humaines et murines et 1’IL-6 murine qui
ne peut affecter que les cellules murines (Manz 2007). Or, I’IL-6 est produit par une fraction de
cellules leucocytaires chimériques (macrophages, granulocytes et LT, LB) et par d’autres
cellules non leucocytaires murines (cellules musculaires lisses, chondroblastes, ostéoblastes,
fibroblastes). Dans la plupart des cas, une homologie est maintenue entre I’homme et la souris,
mais il existe des exceptions. A noter que la spécificité des especes pourrait aussi étre
quantitative dans la mesure ou une concentration plus élevée d’une cytokine est nécessaire
lorsqu’elle provient d’une espece différente, comme décrit pour I’IL-15 (Eisenman et al. 2002;
Manz 2007). L’absence de réactivité croisée a été identifiée comme une lacune chez les modeles
HIS (Akkina 2013). Des axes d’améliorations basées sur la surexpression de cytokines
humaines par knock-in ont été proposés. Ces stratégies sont particulierement importantes
lorsque la cytokine murine ne peut activer les cellules humaines, comme I’'IL-3 et le GM-CSF
(Manz 2007) dont I’induction augmente le nombre de macrophages humains fonctionnels chez
ces souris (Leonard D. Shultz et al. 2012). Un autre exemple consiste a exprimer de facon
transitoire des cytokines humaines (IL-15 et ligand Flt-3/Flk-2) afin d’améliorer le

développement des cellules NK humaines (Q. Chen, Khoury, and Chen 2009). Bien que
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I’ensemble de ces questions n’ait pas encore ét¢ abordé dans le modele BRGSF-A2, il est
probable que l’orchestration de la réponse immunitaire et la maturation des cellules
immunitaires soient sous-optimales et peuvent avoir des conséquences sur 1’interprétation de
résultats dans un contexte pathologique. En dépit de progres substantiels limités a certaines
cytokines, les souris HIS ne possédent pas un systtme immunitaire humain pleinement
fonctionnel. Méme dans le meilleur des cas, le modele de souris HIS résultant aura toujours un
systeéme immunitaire humain au sein de tissus murins. Ignorer ces limitations pourrait induire
des erreurs importantes sur la transposition a la situation humaine. Enfin, les problemes de
spécificité des especes soulignés ici pour les cytokines sont probablement aussi valables pour
d’autres protéines.

Une autre lacune fréquemment soulignée est la fragilité de la réponse humorale au sein
des modeles HIS. Les LB jouent un rdle polyvalent dans la lutte contre les infections :
production d’anticorps spécifiques et neutralisants, production de cytokines et chimiokines
régulant les LT, présentation antigénique. Alors que le développement des LB immatures dans
la MO est normal, des défauts de maturation apparaissent lors de la différenciation des LB
immatures/transitionnelles en LB naifs et matures (J. Lang et al. 2013; Vuyyuru, Patton, and
Manser 2011). Les raisons de ce biais vers I’immaturité peuvent étre multiples. Tout d’abord,
la modification génétique IL2RycX® limite le développement des tissus lymphoides secondaires
dont le role est bien décrit dans le développement des LB et la production d’anticorps a affinité.
L’architecture lymphoide anormale voire inexistante et la colocalisation défectueuse T-B au
sein des organes lymphoides secondaires retarderaient la maturation de ces cellules (J. Lang et
al. 2013; S. Watanabe et al. 2007; Ishikawa et al. 2005). En revanche, une augmentation du
nombre de LB matures au sein de la rate au cours du temps suggere que les facteurs humains
sont présents mais en conditions sous-optimales. En particulier, la fonction de la cytokine

murine BAFF, essentielle a la maturation et la commutation isotypique, serait trop peu efficace.
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De plus, la dynamique de reconstitution des souris HIS serait une autre raison de cette
immaturité ; I’accumulation progressive des LT dans la rate permettrait une augmentation de la
proportion de LB matures. Il existerait alors une période entre 16 et 24 semaines post-
humanisation, pendant laquelle une fraction importante de LB deviendrait mature (J. Lang et
al. 2013; Vuyyuru, Patton, and Manser 2011; B. Choi et al. 2011; Y. Watanabe et al. 2009;
Xuefu Wang et al. 2012). Il n’est alors pas surprenant que la production d’anticorps soit
médiocre dans les modeles HIS (Legrand, Weijer, and Spits 2006; Q. Chen et al. 2012; Traggiai
et al. 2004; J. Lang et al. 2013). Au cours de I’infection VIH-1, des réponses humorales limitées
(Kei Sato et al. 2010; Sango et al. 2010) et retardées (entre 6 et 12 semaines contre 2 semaines
post-infection chez I’homme) (Brainard et al. 2009) ont été décrites. En raison de I’ensemble
de ces limitations, I’exploration de la réponse B dans le modele BRGSF-A2 nous semble peu
adaptée. Des améliorations doivent étre apportées pour tendre vers une réponse humorale plus
représentative de la situation humaine.

Si le compartiment lymphoide est 100% humanisé, le compartiment myéloide reste
chimérique, une limite partagée par 1’ensemble des modeles HIS. Comme discuté
précédemment, le manque de réactivité croisée entre les deux especes affecte 1’orchestration,
la maturation et la fonctionnalité des réponses immunitaires humaines. Plusieurs équipes ont
tenté de générer des modeles HIS favorisant le développement du compartiment myéloide
humain et/ou réduisant celui du compartiment myéloide murin. Les modeles NSG-W41
(Cosgun et al. 2014; McIntosh et al. 2015), MISTRG (Rongvaux et al. 2011; 2014) et BRGSF-
A2 (Lopez-Lastra et al. 2017) en ciblant respectivement le géne c-kit, M-CSFY/IL-3"/TPO" et
le géne Flk2 en sont des exemples. Nos résultats ont montré que les animaux adultes (16-19
semaines) présentaient un compartiment myéloide murin tres faible dans le sang, la rate et la
MO. En revanche, la proportion de cellules myéloides murines tend a augmenter au cours du

temps pour devenir prédominante dans le sang et la MO chez des animaux intermédiaires (31-
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39 semaines) ou agés (51-55 semaines) avec environ 80% de mCD45*. Nous avons caractérisé
les populations myéloides murines de la rate et la MO de souris intermédiaires. Nos résultats
ont mis en évidence dans la rate une fraction myéloide murine constituée pour moitié de
polynucléaires neutrophiles (PMN) alors que les populations de DC, monocytes et macrophages
sont également réparties parmi les splénocytes murines restantes. La MO est constituée a plus
de 85% de PMN au sein des cellules myéloides murines. Ce sont des données importantes a
considérer lorsqu’on envisage des immunothérapies ciblant principalement le compartiment
myéloide comme attendu pour le baricitinib. En considérant le chimérisme du systeme
immunitaire, nous pouvons nous interroger sur la représentativité des organes lymphoides par
rapport a I’homme, la capacité des cellules hCD45" a migrer au sein de tissus non lymphoides
et du taux d’humanisation associé. Nos résultats ont mis en évidence des similitudes
importantes du compartiment lymphoide entre la souris BRGSF-A2 et le donneur sain. L’étude
du compartiment myéloide était plus partielle du fait du nombre limité de cellules qu’il était
possible d’explorer en parallele. Enfin, alors que le microbiote joue un role fondamental sur le
systeme immunitaire de 1’hote (Belkaid and Hand 2014), il est 1égitime de s’interroger sur les
relations symbiotiques entre le systéme immunitaire chimérique et la flore intestinale murine
du modele BRGSF-A2. Quels sont les impacts sur la réponse immunitaire (régulation,
inflammation) ? L’irradiation nécessaire a la stratégie d’humanisation entraine-t-elle des
altérations de la flore intestinale susceptibles d’impacter le systtme immunitaire humain
(Knibbe-Hollinger et al. 2015; Song et al. 2017) ? Certaines tentatives pour établir une flore
spécifique a I’homme chez les animaux HIS ont été étudiées pour augmenter encore la fidélité

des modeles et combler ces limites (Daharsh et al. 2019).

Enfin, il faut ajouter a I’ensemble de ces aspects des limites pratiques. Le modele

BRGSF-A2 est relativement moins cher que les modeles PNH notamment grace a des cofits

228



associés a la complexité des structures d’hébergements et de soins moindres. Le cofit reste
malgré tout important pour un modele de souris, du fait de 1’acces difficile aux cellules CSH
CD34*. Egalement, le protocole de production de la souris BRGSF-A2 est long et ne permet
pas la méme flexibilité que les modeles souris classiques. Il y a un délai incompressible de 12
semaines post-transplantation permettant d’assurer la qualit¢ de I’humanisation a la suite de
laquelle une infection VIH-1 semble difficilement envisageable avant 4 semaines
supplémentaires. Enfin, une limite technique importante repose sur le matériel cellulaire
disponible. Celui-ci est faible pour I’ensemble des tissus considérés (sang, rate, MO, et tissus

non lymphoides) et limite considérablement les études paralleles.

A ce jour, les progrés substantiels et continus des modéles HIS n’ont pas permis
d’aboutir au développement d’un modéle HIS consensus. Alors qu’une progression naturelle a
eu lieu entre les années 2000 et 2010, le nombre de modeles explose depuis 10 ans pour
aujourd’hui proposer plus de 20 modeles dérivés. Pourtant, en proposant une grande diversité
de modeles, la recherche fondamentale et préclinique semble €tre confrontée a une autre
difficulté basée sur la trop faible accumulation de données issues d’un méme modele. En effet,
il est relativement difficile de confronter les données entre elles tant les modeles évoluent
rapidement, ce qui fragilise leurs apports. Ceci est probablement révélateur de nombreux
problemes sous-jacents aux modeles HIS et semble indiquer que les modeles HIS sont toujours
dans une phase de développement et de caractérisation. L’utilisation d’un modele HIS implique
d’adresser la problématique traitée de facon pragmatique sans ignorer les limitations du
chimérisme. Quels sont les critéres d’un bon modele de souris HIS pour une problématique
donnée ? La réponse sera probablement tres différente selon le domaine étudié mais aussi la

finalité entre une recherche fondamentale ou préclinique.
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II. Caractérisation du modele BRGSF-A2: évaluation des profils

d’épuisement et de sénescence

Dans la perspective d’évaluer les bénéfices thérapeutiques du nivolumab (aPD1) puis
du baricitinib (aJAK) sur la modulation PD1/PD-L1 dans le contexte de I’infection au VIH-1,
il nous a semblé essentiel de définir au préalable le profil d’épuisement et de sénescence du
modele BRGSF-A2. En effet, les mécanismes d’épuisement et de sénescence sont des
régulateurs essentiels d’une réponse immunitaire efficace. Dans I’infection au VIH-1, les
dysfonctionnements des réponses T sont en parties causés par ces deux mécanismes de perte de
fonction. Au sein des modéles HIS, le profil d’expression de PD1 a la surface des LT humains
est fréquemment décrit, notamment pour 1’utilisation de ces modeles dans un contexte tumoral.
Pourtant, aucune donnée sur I’expression de marqueurs d’épuisement ou de sénescence n’avait
été collectée jusqu’a présent dans le modele BRGSF-A2. De plus, nous avons constaté que le
profil d’épuisement de PD1 a la surface des LT humains variaient considérablement en fonction
du modele HIS utilisé, du site tissulaire et du contexte physiopathologique étudié (Heuts et al.

2013; Seung et al. 2013; Ma et al. 2016; Ashizawa et al. 2017).

Le profil d’épuisement est-il comparable a ’homme ? Quelles sont les spécificités
du modele BRGSF-A2 ?

Nous avons établi une comparaison dans le sang entre la souris BRGSF-A2 HIS et
I’homme (donneur sain) et avons étudié les organes lymphoides (rate et MO) et non lymphoide
(TA) de la souris BRGSF-A2, avec une attention particuliere pour les molécules PD1 et TIGIT
comme marqueurs d’épuisement. Nous avons constaté que les profils d’expression de PD1 et
TIGIT variaient en fonction du tissu et de la distribution naive/mémoire/effecteur. Nous avons

mis en évidence des proportions élevées de LT PD1* parmi les PBMC, les splénocytes et les
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cellules du TA chez la souris BRGSF-A2. Dans la MO, I’expression de PD1 était quasi
constitutive et différait sensiblement de celles observées dans le sang et la rate. Des
pourcentages plus élevés de LT hCD4" exprimant TIGIT ont été observés dans la MO par
rapport aux splénocytes et aux PBMC. Ces différences de fréquences étaient en partie causées
par la distribution tissulaire spécifique des LT naifs, mémoires et effecteurs. En effet, la sous-
population mémoire, qui exprime plus fréquemment PD1, était plus représentée au sein de la
MO que dans le sang ou la rate. En comparant les profils de LT dans le sang de la souris HIS
et de I’homme, les fréquences de LT PD1* étaient similaires entre souris HIS et homme, alors
que les fréquences de LT TIGIT" étaient plus faibles au sein des LT hCD4" chez la souris HIS
que ’homme (avec une tendance équivalente au sein des LT hCD8"). Nous avons constaté que
les LT hCD4" mémoires des souris HIS avaient un phénotype mixte avec une proportion
relativement élevée de cellules PD1* et une proportion relativement faible de cellules TIGIT,
ce qui n’était pas le cas des LT hCD8" mémoires. Cette différence refléte probablement des
stades de différenciation des LT mémoires différents entre les deux populations et confirme
également que PD1 et TIGIT ne sont pas nécessairement régulés de la méme maniere. Dans
I’ensemble, nous avons montré que le processus d’épuisement chez les souris BRGSF-A2 est
assez similaire a celui observé chez les LT CD8* et, dans une moindre mesure, les LT CD4*
mémoires humaines. Cette étude comparative du profil d’épuisement n’est pas exhaustive
puisqu’elle ne repose que sur 1’analyse de deux marqueurs d’épuisement parmi d’autres. En
effet, dans la perspective d’une infection expérimentale au VIH-1, d’autres marqueurs
d’épuisement, dont les anticorps neutralisants sont en cours de développement clinique,
auraient pu étre évalués : (i) CTLA4 puisqu’il s’agit d’un autre récepteur inhibiteur majeur dans
I’infection VIH-1 avec un mécanisme de régulation distinct de PD1 (D. E. Kaufmann et al.
2007; D. E. Kaufmann and Walker 2009), et (ii)) TIM3 et LAG3 puisqu’ils sont associés au

rebond viral aprés I’interruption du traitement ART (Hurst et al. 2015). Les oTIM3 et aLAG3
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présentent une toxicité moindre par rapport aux thérapies aPD1 et aCTLA4 et pourraient étre
plus appropriés dans I’infection VIH-1 (Anderson, Joller, and Kuchroo 2016).

Nous avons ensuite étudié 1’expression d’un ligand de PDI1, PD-L1, au sein des cellules
myéloides. L’expression de PD-L1 différe en fonction des populations myéloide et du tissu
considéré. Nos données ont permis d’obtenir plusieurs informations : (a) les proportions de
cellules PD-L1" dans le sang ne refletent pas directement celles des tissus lymphoides, (b) les
différences de proportions de cellules exprimant PD-L1 selon les sous-populations soulévent la
question de savoir si la capacité a induire 1’épuisement dépend des populations myéloides
interagissant avec les LT PD1" ; (c) I’expression constitutive de PD1 dans la MO, et dans une
moindre mesure le TA, laisse penser que les thérapies aPD1 pourraient avoir une toxicité locale
ou tout au moins une activité plus marquée sur ces tissus. De plus, une fraction importante de
LT issus de la MO coexprime PD1 et TIGIT, suggérant que ces cellules sont fortement épuisées
et seraient potentiellement difficilement réversibles (Pauken and Wherry 2015; Jenkins, Barbie,
and Flaherty 2018). La proportion importante de LT PD1" dans le TA de la souris BRGSF-A2
ressemble fortement a celle observée chez I’homme (Damouche et al. 2017). L’acces au TA
constitue un avantage précieux pour étudier I’'impact des thérapies aPD]1 sur ce tissu. Celui-ci
suscite actuellement un regain d’intérét pour ses fonctions métaboliques et immunitaires
(Damouche et al. 2015; Smith et al. 2009; Desruisseaux et al. 2007). Enfin, nous avons
démontré que 1’administration d’un traitement oPD1 n’a pas modifié le chimérisme humain de

la souris et n’a pas induit de changements majeurs sur le profil de différenciation des LT.

Le profil de sénescence est-il comparable a ’homme ? Quelles sont les spécificités
du modele BRGSF-A2 ?
La méme analyse a été réalisée pour évaluer le profil de sénescence du modele BRGSF-

A2, avec un intérét pour les molécules CD57 et KLRG1. Nous avons constaté que les profils
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d’expression de CD57 et KLRG1 variaient également en fonction du tissu et de la distribution
naive/mémoire/effecteur. L analyse des marqueurs de sénescence CD57 et KLRG1 a révélé des
profils d’expression différent de ces deux molécules. Une faible proportion de LT hCD4* et
hCDS8* exprimant CD57 a été observée dans tous les tissus de la souris, la fréquence était
significativement plus élevée dans la MO que dans la rate et le sang. En revanche, des
proportions élevées de cellules KLRG1* ont été observées dans tous les tissus, en particulier au
sein des LT hCD8* de la MO. Cette différente d’expression de CD57 et de KLRG1 a également
été décrite a partir d’échantillons de sang humain (Ibegbu et al. 2005). Une analyse plus
spécifique des sous-populations de LT effecteurs, populations exprimant préférentiellement ces
molécules, aurait été utile pour affiner le profil de sénescence. Cependant, le nombre de cellules
Tg est tres faible dans le modele BRGSF-A2 et ne nous a pas permis de comparer directement
les LT effecteurs issus des échantillons de sang de la souris HIS et de I’homme. Les fractions
Tn et Tm CD57" étaient négligeables dans le modele HIS et I’homme, confirmant le
développement physiologique du compartiment T humain des souris BRGSF-A2. L’analyse en
sous-populations des proportions de cellules KLRG1" a révélé un profil d’expression différent
de celui observé chez I’homme : la proportion de cellules Tn exprimant KLRG1 dans le sang
était plus élevée pour la souris BRGSF-A2 que I’homme. En revanche, nous avons trouvé des
proportions plus faibles de LT hCD8* exprimant KLRG1 dans le sang de la souris HIS que du
donneur sain, et nous n’avons pas constaté de différence au sein des LT hCD4" mémoires. Ces
observations suggerent que le compartiment naif de la souris BRGSF-A2 a un phénotype
distinct. Bien que les Tx n’expriment que tres peu KLRG1 chez ’homme, Marcolino et al. ont
démontré qu’une proportion de Tn du sang de cordon humain exprime effectivement ce
marqueur (Marcolino et al. 2004). Les Tn KLRG1™ proliférent pourtant normalement, révélant
ainsi une population de LT humaines hétérogenes inattendue chez les nouveau-nés. Nous avons

évalué si I’humanisation des nouveau-nés pouvait introduire un biais en générant des cellules
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immunitaires dans un environnement immature et/ou si cela était dii aux propriétés intrinseques
du modele BRGSF-A2 en comparant les souris NSG générées a partir de jeunes adultes aux
souris BRGSF-A2 générées a partir de nouveau-nés. Un pourcentage élevé de cellules KLRG1*
a été observé au sein des LT hCD4" naifs au sein des deux modeles. La forte proportion de Tn
KLRGI1* dans le modele HIS pourrait étre associée a I’utilisation de cellules HSC CD34*
provenant de sang de cordon ombilical humain pour le processus d’humanisation ; cela pourrait
refléter 'immaturité des Tn plutdt que la sénescence. Par ailleurs, 1’absence de HLA humain
de classe II par I’épithélium thymique de la souris pourrait favoriser ce phénotype spécifique
de LT hCD4" naifs chez la souris BRGSF-A2. Malheureusement, aucune donnée n’est
disponible dans les modeles de transplantation de tissus thymiques/HSC pour répondre a cette
hypothese. Il est important de noter que 1’expression de KLRG1 a la surface des LT hCD4*
naifs ne semble pas empécher la différenciation normale des Tn en Tm et Tk et qu’elle a
également été observée, a un degré moindre, au sein des LT hCD8™. Pris dans leur ensemble,
nos résultats indiquent que le compartiment T des souris BRGSF-A2 HIS présentent un profil
de sénescence limité, tel qu’évalué par CD57 au sein des LT hCD8, bien que 1’expression de
KLRGTI ait été inattendue a la surface des Tn.

Le modele BRGSF-A2 HIS est d’autre part un modele unique permettant 1’analyse des
mécanismes régulant I’expression de marqueurs d’épuisement et de sénescence in vivo, I’impact
de ces voies sur la réponse immunitaire et les éventuelles interactions entre ces deux voies.
L’épuisement et la sénescence sont tous deux contrdlés par des processus de signalisation actifs
qui pourraient €tre interdépendants (Akbar and Henson 2011; Akbar, Beverley, and Salmon
2004). Des progres considérables dans 1’identification des mécanismes qui régulent les
processus d’épuisement et de sénescence ont été réalisés. Toutefois, ils restent étudiés
indépendamment 1’un de ’autre et il n’a pas clairement été défini si les cellules épuisées sont

aussi sénescentes et inversement. Nous avions émis I’hypothese que le processus d’épuisement
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pourrait empécher le développement de la sénescence et ainsi constituer un mécanisme de
régulation physiologique plutdt qu’un dysfonctionnement immunitaire. Le modele BRGSF-A2
HIS qui récapitule les profils de sénescence et d’épuisement humains in vivo constitue un outil
trés pertinent pour aborder cet aspect, et ce d’autant plus que I’expression de CD57 est restreinte
aux cellules humaines (pas d’expression en modele macaque ou souris) et peut étre abordée

finement uniquement dans les modeles HIS.

En conclusion, la caractérisation du modele BRGSF-A2 nous a permis de valider le
développement physiologique du compartiment T humain en mettant en évidence des
similitudes importantes avec 1’homme. Nous nous sommes focalisés sur les profils de
différenciation T naif/mémoire/effecteur et les profils d’épuisement (PD1, TIGIT) et de
sénescence (CD57, KLRG1). Davantage d’études fonctionnelles permettraient d’approfondir la
caractérisation du modele et d’aborder les questions de maturité cellulaire. C’est un point que
nous avons approché en étudiant le profil de production cytokinique des LT hCD4" de la rate
et la MO, apres une courte stimulation in vitro. Les LT hCD4* ont montré des proportions
significatives de cellules productrices d’IFNy au sein des deux tissus. Une fraction limitée de
LT hCD4* productrices d’IL-4 et d’IL-17 a également été détectée, respectivement dans la rate
et la MO. Ces résultats confirment aussi que la forte expression de KLRG1 a la surface des LT
CD4 n’empéchait pas 1’activation cellulaire. De plus, il a déja été montré que la manipulation
de plusieurs voies inhibitrices est possible, avec le ciblage combiné de PD1 et TIM3 chez la
souris (Sakuishi et al. 2010). Le modele BRGSF-A2 a le potentiel pour s’inscrire parfaitement
dans ces perspectives thérapeutiques. De facon générale, la souris BRGSF-A2 HIS semble étre
un outil préclinique prometteur pour évaluer 1’efficacité des immunothérapies a la fois dans le

sang circulant ou dans les tissus.
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III. Infection expérimentale au VIH-1 et controle efficace

Quels sont les parametres de I’infection expérimentale au VIH-1 dans le modele
BRGSF-A2?

Pour valider le potentiel et la valeur expérimentale des souris HIS pour 1’étude de
I’infection VIH-1 et I’évaluation de nouvelles approches thérapeutiques, le modele doit
récapituler les principaux aspects de la physiopathologie. Il s’agit des premiers travaux
effectués sur 1’étude de 1’infection par le VIH-1 dans le modele BRGSF-A2. Les animaux ont
été infectés par voie i.p a la dose de 4,10° TCIDso par la souche virale NL(ADS). Le virus
NL(ADS), de tropisme R5, est un virus chimérique ou le géne env a été remplacé par celui d’un
virus R5. Le tropisme R5 nous a semblé plus représentatif de la situation humaine et présente
une cinétique d’infection plus lente qu’un virus a tropisme X4. En effet, la prédominance des
virus RS est observée apres la transmission virale et au cours des premiers stades de la maladie
chez ’homme (Vicenzi et al. 1999). Les virus X4 provoquent une déplétion drastique pouvant
entrainer une mort plus rapide par immunodéficience (Ambrose et al. 2007; J. M. McCune
2001) et apparaissent plus tardivement au cours de la phase chronique de I’infection. Les
parametres standards de I’infection, a savoir la charge virale plasmatique et le nombre de

cellules hCD4", ont été €tudiés de facon longitudinale en post-infection (p.i).

Nous avons confirmé la susceptibilité du modele BRGSF-A2 a I’infection par le VIH-
1. La dose d’infection choisie nous a permis d’infecter 100% de nos animaux. La virémie a
augmenté pour atteindre un pic de charge virale dépassant 4.10° copies/ml vers J+15 apres
I’infection avant de diminuer lentement pour se stabiliser a 1,5.10° copies/ml & 12 semaines p.i.
Chez I’homme, I’infection se caractérise par une virémie élevée qui atteint un pic de 10° a 10°

copies/ml environ 2 semaines apres l’infection. Une fois que les défenses de 1’hote sont
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mobilisées contre le virus, une lente diminution jusqu’a une charge virale de 10* 2 10° copies/ml
est détectée (Gilbert R. Kaufmann et al. 1998; T. W. Schacker et al. 1998; Sterling et al. 2001).
Les valeurs obtenues au sein du modele BRGSF-A2, a cette dose d’infection, semblent ainsi
étre représentatives de la situation humaine. En revanche, le pic de la charge virale semble
prolongé dans le modele BRGSF-A2 et en ce sens, differe du modele d’infection SIV chez le
macaque et VIH-1 chez ’homme. Cette cinétique virale est pourtant similaire a celle observée
dans d’autres modeles HIS infectés par le VIH-1 (Brainard et al. 2009; Baenziger et al. 2006;
S. Watanabe et al. 2007). Le pic de la charge virale est observé a 2 semaines p.i selon
I’inoculation initiale du virus RS et se maintient pendant plusieurs semaines avant de décliner,
ce qui pourrait indiquer un retard dans le contrdle de la réplication virale (Brainard et al. 2009;
Wabhl et al. 2012; Llewellyn et al. 2019; K. Sato et al. 2012; Sun et al. 2007). Cette cinétique
rappelle ’infection périnatale chez 1’homme, pour laquelle la virémie passe de valeurs
généralement faibles a la naissance a des valeurs élevées au cours des deux premiers mois de
la vie, puis diminue tres lentement au cours des 24 mois suivants (Shearer et al. 1997). Ce lent
déclin de la charge virale des nourrissons infectés contraste fortement avec le déclin rapide de
la charge virale qui se produit chez la plupart des adultes apres I’infection et suggere que le
systeme immunitaire néonatal immature est incapable de contenir la réplication virale au méme
degré que le systeme adulte mature (Feeney 2004). Le déclin de la charge virale semble tout
aussi lent dans notre modele BRGSF-A2, laissant penser que le syst¢tme immunitaire humain
de ces souris est davantage immature que celui des patients adultes.

Dans le méme temps, le pourcentage de LT hCD4" (tel que déterminé grace au nombre
absolu de LT hCD4" rapporté a la baseline) a considérablement diminué a partir de 2 semaines.
La déplétion progressive des LT hCD4* aprés I’inoculation d’un virus a tropisme RS est
classiquement décrite entre 3 a 6 semaines p.1 dans les autres modeles HIS mais varie selon la

voie d’infection (K. Sato et al. 2012; Sun et al. 2007; Nie et al. 2009). La diminution du nombre
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absolu de LT hCD4* était détectée a J+14 dans le sang, a J+21 dans la rate, avec une tendance
a J+21 dans la MO. Cette observation est a associer a la diminution du ratio hCD4/hCDS, un
indicateur important de I’infection, dans la rate et la MO a J+14 et J+21 respectivement. Aucune
modification n’a été observée sur le nombre absolu de LT hCD8" dans le sang, la rate et la MO.
L’altération des proportions et une distribution anormale des sous-populations de LT est un
parametre important dans 1’infection par le VIH-1. Nous n’avons pas constaté de modifications
significatives des proportions mémoires dans les organes lymphoides. Pour une caractérisation
plus large, nous avons analysé le compartiment myéloide et avons observé une diminution
drastique du nombre de cellules hCD33" dans la moelle aprés 1 semaine d’infection. En
particulier, nous avons montré qu’elle était causée par un déclin des cDC et pDC. L’ensemble
de ces modifications semble in fine tendre a une légere diminution du nombre absolu de cellules
hCD45* dans la moelle. Les compartiments myéloides du sang et la rate semblent moins
impactés par I’infection sur ces parametres. Seule une diminution du nombre de cellules
hCD33" dans le sang a J+7, causé par une diminution des monocytes (tendance) et cDC, ainsi
qu’une diminution du nombre de cDC dans la rate a J+7 et J+21 ont été rapportées. De fagon
complémentaire, nous avons également évalué I’ADNv au sein de plusieurs tissus non
lymphoides, a savoir le TA, I’intestin, les poumons et le foie, a J+7 et J+21 p.i. Nos résultats
ont révélé la présence du virus des J+7 pour la majorité des souris dans le TA, I’intestin et le
foie avec des valeurs comprises entre 10° et 10* copies d’ADNv/millions de hCD45" et pour
toutes les souris dans les poumons avec des valeurs importantes (10° a 10° copies
d’ADNv/millions de hCD45%). L’ensemble de nos résultats ont démontré la capacité du modele
BRGSF-A2 a soutenir une infection lente et constante ainsi qu’une virémie soutenue jusqu’a
12 semaines p.i. La phase d’infection aigiie et chronique semble étre définie a la troisieéme

semaine p.i dans ces conditions expérimentales.
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En conclusion, cette étude fournit une vision d’ensemble des impacts de I’infection
VIH-1 non contrdlée sur la charge virale plasmatique, la déplétion CD4, les populations
lymphoides et myéloides, la présence du virus au sein des tissus, pendant la phase aigiie et
chronique de I’infection. Pour approfondir 1’é¢tude de la phase aigiie en modele HIS, de
nombreuses questions restent toutefois a explorer : comment 1’infection VIH-1 est-elle initiée
précocement a partir des muqueuses jusqu’aux organes lymphoides secondaires, dans un
modele ne possédant pas de ganglions ? Le modele BRGSF-A2 rend-il compte d’une déplétion
drastique des LT hCD4" dans les muqueuses intestinales, un compartiment probablement
faiblement humanisé ? Ces €léments permettraient de mieux caractériser la physiopathologie
associée a ce modele. Le maintien du pic de la charge virale observé dans ce modele pourrait
indiquer un retard dans le controle de la réplication virale par les LT hCD8" spécifiques.
S’assurer de la qualité de la réponse CD8™ spécifique a des temps précoces pourrait permettre
de lever cette interrogation. Nous pouvons également nous questionner sur la qualité de la
réponse hCD8" spécifique en fonction du tissu considéré et de la présentation autologue et
hétérologue au sein de ce modele chimérique. Enfin, I’infection VIH-1 est a considérer plus

largement en apportant des données sur I’inflammation en phase aigiie et chronique.

Comment I’axe PD1/PD-L1 est-il modulé durant les phases aigiie et chronique de
Pinfection VIH-1 ?

L’analyse de I’axe PD1/PD-L1 durant la phase aigiie nous a permis de montrer une
modulation tres faible de PD1 a la surface des fractions totales des LT hCD4" et hCDS8" ainsi
que des fractions mémoires issus des tissus, en contraste avec la notion d’un fort épuisement
associ¢ a I’infection par le VIH-1. Ces résultats sont néanmoins en accord avec les travaux de
Breton et al. qui ont démontré que si I’expression de PD1 est augmentée de manicre

significative au sein des LT CD4" et CD8" pendant la phase aigiie de I’infection, celle-ci est
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portée par une augmentation de la proportion de cellules mémoires exprimant PD1 (Breton et
al. 2013). Etant donné que I’activité d’épuisement de PD1 est corrélée a son interaction avec
son ligand, nous avons ensuite évalué 1’expression de PD-L1. Aucune différence n’a été
observée au sein des sous-populations myéloides mais ces résultats sont difficiles a interpréter
du fait de la grande hétérogénéité d’expression de PD-L1 observée sur la fraction hCD33*. Nous
avons émis I’hypothese que I’hétérogénéité de composition des cellules myéloides humaines
pourrait expliquer cette variation. L’étude en sous-populations monocytes, pDC, cDC n’a
néanmoins pas révélé de différences majeures. Dans le contexte infectieux aigu, c’est la fraction
LT qui montrait un degré de modulation d’expression de PD-L1. Une plus faible proportion de
LT hCD4" et hCDS8" exprimant PD-L1 a été observée de fagon transitoire (J+7 et J+14 p.i) dans
la rate, cette diminution n’était plus détectée a J+21 p.i. De fagon intéressante, nous avons
constaté une tendance a une plus forte proportion de LT hCD4* exprimant PD-L1 dans la MO
par rapport au niveau basal. Méme si aucune différence significative n’a été observée au sein
des LT hCDS8* dans ce tissu, la cinétique de modulation d’expression de PD-L1 présente des
similitudes. L’analyse a également été effectuée au sein des fractions mémoires, confirmant que
I’impact de I’infection sur la modulation des proportions de cellules PD-L1* n'était pas di a des
changements de proportions des populations mémoires. Ces résultats soulignent ainsi un impact
de I’infection VIH-1 sur I’expression de PD-L1 au sein du compartiment T différent entre la
rate et la MO.

Durant la phase chronique, 1’expression de PD1 devient trés majoritaire au sein des LT
hCD4* et hCD8* mémoires de la rate et de la MO. Cette forte expression de PD1 sur les LT
hCD4* et hCD8" est associée a leur épuisement fonctionnel pendant la phase chronique de
I’infection (Trautmann et al. 2006; Day et al. 2006; Petrovas et al. 2006; D’Souza et al. 2007,
J. Y. Zhang et al. 2007). En outre, cette régulation a la hausse impacte 1’ensemble des sous-

populations de LT (G. Rosignoli et al. 2009; Breton et al. 2013). L’expression de PDI et
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I’engagement continu de PD-L1 pendant ’infection par le VIH-1 pourraient ainsi avoir un
impact sur 1I’homéostasie des LT en compromettant la survie, 1’auto-renouvellement
homéostatique, la capacité de différenciation, ainsi que les réponses effectrices fonctionnelles
(Trautmann et al. 2006; Day et al. 2006; Petrovas et al. 2006; D’Souza et al. 2007; J. Y. Zhang
et al. 2007; Breton et al. 2013; Barber et al. 2006; Shankar et al. 2011). Ces observations
suggerent fortement que les interventions thérapeutiques devraient étre initiées tot lors de

I’infection aigiie avant que les mécanismes d’épuisement ne soient mis en place.

Quelle stratégie antirétrovirale choisir pour un controle efficace de I’infection ?

Plusieurs études en souris HIS ont rapporté les effets des ARV en utilisant différentes
combinaisons de médicaments (Sango et al. 2010; Shailesh K. Choudhary et al. 2009; S. K.
Choudhary et al. 2012; P. W. Denton et al. 2012; Marsden et al. 2012). Ces travaux ont été tres
prometteurs sur la base de la réduction de la charge virale et de la restauration du taux CD4 et
indiquent que les souris HIS constituent un modele robuste pour les études précliniques. En
revanche, ils ne rapportent pas d’études pharmacocinétiques pour les ARV utilisés, a
I’exception des travaux de Choudhary et al. (Shailesh K. Choudhary et al. 2009) et de Nischang
et al. (Nischang et al. 2012). Un schéma thérapeutique uniformisé chez les modeles HIS, dont
la trithérapie est avérée et supprime efficacement la réplication virale, serait tres utile pour
fournir une preuve de concept de ’efficacité de nouveaux médicaments et leur impact sur la
latence virale. L importance d’études pharmacocinétiques dans le modele HIS repose aussi sur
la nécessité de transposer de maniere appropriée le dosage des ARV d’une espece animale a
une autre en prenant en compte un ensemble de parametres biologiques. En effet, la dose
équivalente chez I’animal ne devrait pas étre extrapolée a une posologie chez I’homme par une
simple conversion basée sur le poids corporel. Pour une conversion plus appropriée, nous avons

fourni des efforts importants pour intégrer différents parametres directement impliqués dans le
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métabolisme médicamenteux comme le métabolisme basal, le volume sanguin, I’utilisation de
I’oxygene, la dépense calorique, la proportion de protéines plasmatiques circulantes et la
fonction rénale (Reagan-Shaw, Nihal, and Ahmad 2008). Ce sont des parametres qui présentent
une forte corrélation entre les différentes especes de mammiferes. Sur ces éléments, nous avons
défini la posologie adaptée pour une voie d’administration peu invasive, mais potentiellement
moins homogene en termes de prises journalieres : la voie per os. Nous avons travaillé sur une
combinaison de trois ARV actuellement recommandés en clinique (DTG, FTC et TDF). Chez
I’homme, 1’association des deux INTI, FTC et TDF, est préférentiellement choisie pour un
traitement de premier intention en raison de son efficacité virologique et immunologique
(Arribas et al. 2008; Gallant et al. 2006; Sax et al. 2011; Post et al. 2010), sa tolérance ainsi que
sa facilité de prise du traitement et la meilleure compliance du patient. La majorité des patients
est traitée par un INI comme troisieme agent, le RAL (INI de premiere génération), ou le DTG
(INI de seconde génération) de plus en plus utilisé ces dernieres années. Nous avons également
choisi une formulation par voie per os pour faciliter I’administration quotidienne sur de longues
périodes sans manipulation des animaux. Les données pharmacocinétiques ont démontré
I’importance de la mise en place d’un traitement sans interruption pour maintenir des doses
thérapeutiques. D’autres études en souris HIS privilégient une administration par voie
parentérale (injections i.p. ou sous-cutanées) pour supprimer rapidement la virémie. Il s’agit
d’un protocole invasif pour I’animal, et chronophage pour I’expérimentateur lorsqu’il est réalisé
au quotidien sur de longues périodes de traitement. Enfin, en raison des préoccupations de
biosécurité il constitue une option peu attrayante chez les souris infectées par le VIH-1. La
supplémentation en eau de boisson, 1’option que nous avons choisi, permet également de
combiner I’administration d’autres thérapies par voie i.p pour une période plus courte. La
formulation des ARV en eau de boisson a nécessité des efforts supplémentaires pour adapter la

posologie et la solubilité¢ des médicaments au MediDrop® Sucralose, un gel liquide permettant
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une suspension uniforme des médicaments caractérisé par une saveur sucrée masquant le gout
désagréable des médicaments. Une seule étude en souris HIS a utilisé cette stratégie et a montré
un contrdle efficace de I’infection (Satheesan et al. 2018). Enfin, nous nous sommes interrogés
sur le moment d’initier le traitement ART et avons choisi de laisser I’infection VIH-1 progresser
pendant 3 semaines. Cette période permet a I’infection de s'établir, d’induire une déplétion CD4
marquée, représentative des niveaux de déplétion observés chez les patients mis sous traitement.
En termes « cinétique », la courte période de temps sans traitement conduit a considérer ce
modele comme un modele de traitement au stade précoce de la phase chronique. Il existe
néanmoins une discordance sur 1’établissement de 1’infection dans le modéle HIS qui rend

difficile I’établissement de schémas thérapeutiques représentatifs des stratégies humaines.

Quels sont les effets du traitement ART dans ’infection VIH-1 ?

Nous avons recherché I’efficacité du traitement ART dans I’infection VIH-1 via trois
niveaux de monitoring en suivant les parametres pharmacologiques, virologiques et
immunologiques, une approche multidisciplinaire rarement présentée. Dans un premier temps,
nous avons déterminé la concentration en DTG, FTC et TDF a partir d’échantillons de plasma
de souris BRGSF-A2 HIS recevant le traitement ART par la méthode LC-MS/MS. La majorité
des animaux traité€s ont affiché des concentrations parmi les valeurs de références chez
I’homme. Collectivement, nos résultats ont confirmé 1’utilisation d’une trithérapie avérée avec
des profils de concentration proches de la situation humaine. Ce sont des données importantes
puisque la plupart des études réalisées en modeles HIS choisissent une transposition peu
appropriée de la posologie des ARV d’une espeéce animale a une autre par la conversion basée
sur le poids corporel. Ces approches peuvent mener a un surdosage et une toxicité ou au
contraire a un dosage sous-optimal et la mise en place d’une mono- ou bithérapie plutot qu’une

trithérapie. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux parametres standards de
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I’infection en évaluant I’impact des ARV sur la charge virale plasmatique et le nombre hCD4*.
Nos résultats montrent que le traitement ART réduit la charge virale plasmatique en 16 jours
pour devenir indétectable 7 semaines plus tard. Ainsi, I’initiation de ce traitement oral supprime
de maniere fiable la virémie aussi efficacement que la voie parentérale plus fréquemment
utilisée. En parallele, il a aussi permis une restauration rapide au sein des PBMC des 11 jours
apres I’initiation du traitement ART. Il est intéressant de noter qu’a 16 jours de traitement ART
tous les animaux étaient des répondeurs virologiques mais non des répondeurs
immunologiques : 8 souris sur 20 présentaient une déplétion en LT hCD4* aggravée. Alors que
nous pensions que ces animaux ne répondraient pas aux ARV, nous avons constaté que cet effet
était transitoire : 5 des 8 souris ont finalement développé une réponse retardée mais efficace
aux ARV 5 semaines plus tard. La restauration immunitaire sous traitement ART se produit
généralement en tandem avec le déclin viral, mais ce n’est pas systématiquement le cas.
Certains patients qui parviennent a une suppression totale du virus ne voient peu d’amélioration
du nombre de LT CD4" (non répondeurs immunologiques, INR), tandis que d’autres
connaissent une bonne récupération des LT CD4" malgré une réplication virale continue (non
répondeurs virologiques). Jusqu’a 30 % des patients traités avec succes, c’est-a-dire dont la
charge virale est inférieure au seuil de détection, n’atteignent pas un nombre normal de cellules
CD4" et restent donc exposés a un risque plus élevé d’événements cliniques (Battegay et al.
2006; G. R. Kaufmann et al. 2005). Ces réponses discordantes ont tendance a se produire plus
souvent chez les patients ayant déja recu un traitement ART au préalable et dont le virus a
développé une résistance. Il est décrit que les INR sont associés a un age avancé, un nombre
initial de LT CD4" faible et a une charge virale faible en 1’absence de traitement (Moore et al.
2005). En outre, certaines études ont décrit des patients discordants a 6 mois qui deviennent
concordants 12 mois apres ’initiation du traitement (Gilson et al. 2010). Cette amélioration

ultérieure serait la conséquence d’une restauration continue, bien que lente, de la réponse
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immunitaire sous ARV. De plus, nos résultats suggerent qu’il existe une grande hétérogénéité
sur la proportion de LT mémoires et/ou sur la proportion de LT exprimant PD1 avant le
traitement ART chez les souris BRGSF-A?2 infectées. Ces proportions variables pourraient étre
corrélées a la capacité de restaurer le nombre de LT hCD4* sous ARV et indiqueraient une
variabilité des réponses immunitaires chez les souris HIS recevant une infection VIH-1 pourtant
comparable. Cette hypothese est soutenue par une étude de Seung et al. qui montre que la
proportion de LT hCD8* exprimant PD1 n’augmente pas uniformément chez les souris BLT
chroniquement infectées et qu’elle n’est pas corrélée avec la charge virale (Seung et al. 2013).
De plus, les travaux de Grabmeier-Pfistershammer et al. ont montré que PD1 constitue un
marqueur spécifiquement associé¢ a 1’échec immunologique malgré la suppression virale des
patients traités. L expression de PD1 a la surface des LT CD4* et CD8" était significativement
plus élevée chez les INR que les patients ayant une restauration normale des LT CD4" apres
traitement et 1’échec immunologique ne semble pas associ¢ a d’autres marqueurs d’activation
(Grabmeier-Pfistershammer et al. 2011). En étudiant les profils immunologiques des animaux
avant la mise sous traitement, nous avons observé que les INR présentaient une proportion de
cellules T mémoires significativement plus faible que les répondeurs immunologiques (IR).
Cette observation est en contradiction avec les données décrites au sujet d’une plus forte
expression de PDI1 chez les INR. En sachant que les réponses discordantes jouent un rdle
important dans la prédiction des résultats cliniques a long terme (Tan et al. 2008; Tuboi et al.
2010), le modele BRGSF-A2 serait utile pour identifier les facteurs associés a 1’échec
immunologique.

Pour évaluer I’'impact du traitement ART sur la réponse T et la modulation PD1/PD-L1,
nous avons euthanasié les animaux apres 3 semaines de traitement (J4+42 p.i) et analysé la rate
et la MO des animaux. Nos résultats ont mis en évidence une restauration robuste du nombre

de LT hCD4" et du ratio hCD4/hCD8 dans la MO en comparaison a des animaux non traités.
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En sachant que le ratio hCD4/hCDS8 est un indicateur important du dysfonctionnement
immunitaire chez les patients infectés par le VIH-1 (Lu et al. 2015), ces résultats soulignent un
controle efficace de I’infection dans les tissus lymphoides. De fagon surprenante, la proportion
de LT mémoires exprimant PD1 a été peu modulée sous traitement ART par rapport aux
animaux infectés non trait€s. Pourtant, le traitement ART entraine la normalisation de ce
parametre sur les LT totaux (Day et al. 2006; Breton et al. 2013). La régulation a la baisse de
I’expression de PD1 chez les patients traités a été proposée comme étant un indicateur sensible
de la reconstitution immunitaire chez les patients traités avec succes (Grabmeier-
Pfistershammer et al. 2011). La faible régulation de PD1 observée dans le modele BRGSF-A2
apres traitement ART pourrait étre la conséquence d’une proportion de LT mémoires exprimant
PD1 déja tres élevée dans un contexte non infectieux. Ainsi, la variation possible serait
relativement réduite pour ces animaux BRGSF-A2 compte tenu de leur niveau basal a cet age.
La proportion de LT naifs n’est pas significativement corrigée, suggérant un degré d’activation
important et persistant dans ces animaux. De fagon intéressante, nous avons mis en évidence
une diminution des proportions de cellules exprimant PD-L1 dans les fractions myéloide et
lymphoide. Au sein du compartiment myéloide, la proportion de cellules hCD33" exprimant
PD-L1 était plus faible chez les animaux traités dans le sang et la rate. En conséquence, nous
avons identifié une proportion de monocytes PD-L17 plus faible dans le sang. Concernant le
compartiment T, nous avons mis en évidence une diminution de la proportion de LT hCD4" et
hCD8" dans la rate, avec une tendance similaire dans la MO, pour les animaux sous ARV. Au
sein des fractions mémoires, une plus faible proportion de LT hCD8" mémoires exprimant PD-
L1 dans la rate, avec une méme tendance observée parmi la population de LT hCD4* mémoires
apres 3 semaines de traitement ART a été mis en évidence. Plusieurs rapports indiquent une
régulation a la hausse a la fois de PD1 et de PD-L1 lors de I’infection VIH-1 et il est clairement

démontré que I’expression de PD1 est normalement réduite a I’initiation des ARV. En revanche,
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I’expression de PD-L1 semble peu affectée par le traitement (Xicheng Wang et al. 2008) ; il ne
permet pas de réduire I’expression de PD-L1 a la surface des CPA (Guglielmo Rosignoli et al.
2007) et celle-ci est corrélée avec la progression de la maladie (Trabattoni et al. 2003). Les
travaux de Rosignoli et al. ont démontré que I’expression de PD-L1 augmente a la surface des
LT CD4" et CD8* dans le sang, méme lorsque les patients recoivent un traitement ART efficace
et ont une charge virale indétectable (G. Rosignoli et al. 2009). Ces premiers travaux suggerent
que la forte expression de PD-L1 pourrait aussi contribuer a la reconstitution immune
incomplete et étre liée a I’anergie induite par le VIH-1 apres un traitement ART efficace. A ce
jour, I'importance de I’expression de PD-L1 par les LT est peu connue dans le contexte des
infections chroniques. L’expression du PD-L1 a la surface des DC et des LT pourrait &étre
associée a une réponse altérée des LT lors d’une infection grippale aigiie. Au cours d’infections
virales chroniques, I’expression de PD-L1 sur les LT a été signalée dans I’altération de la
réponse T (Trabattoni et al. 2003). Dans le contexte tumoral, une étude récente a rapporté les
effets pléiotropes de I’expression de PD-L1 a la surface des LT et indique une contre-
signalisation suppressive qui rivalise avec les effets inhibiteurs bien documentés de la
signalisation PD1. Ils mettent en évidence que les LT PD-L1* peuvent étre des suppresseurs
des LT effecteurs plus efficaces que les CPA PD-L17 et que la signalisation de la synapse
immunologique entre les CPA et les LT est bidirectionnelle ; les LT PD-L1" fournissant aussi
des signaux suppressifs déterminant le devenir des CPA (Diskin et al. 2020). En revanche, des
travaux antérieurs ont montré que 1’expression de PD-L1 a la surface des LT est nécessaire a la
maturation des DC dans le contexte d’une infection grippale, ce qui suggere que les effets
peuvent dépendre a la fois du contexte environnemental et du sous-type de CPA (Talay et al.
2009). Enfin, nous avons évalué I'impact des ARV sur les réservoirs tissulaires apres 3
semaines de traitement. Nos résultats ont mis en évidence une diminution significative de

I’ADNV pour toutes les souris dans le TA et les poumons en comparaison des animaux infectés
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non traité€s. A noter que les valeurs restent malgré tout élevées dans les poumons issus
d’animaux traités ; ils constituent le deuxieéme site apres le cerveau ou la pénétrance des ARV
est la plus faible. En revanche dans I’intestin et le foie, le virus n’est plus détecté au sein des
souris infectées. Ce résultat surprenant semble indiquer une déplétion drastique des cellules
hCD45* a J+42 p.i et refléte probablement un faible niveau d’humanisation, déja a 1’état basal,
dans ces tissus. En conclusion, I’infection par le VIH-1 en modele BRGSF-A2 HIS présentent
certaines spécificités dans le sang et les tissus lymphoides : (i) maintien du pic de la charge
virale pendant plusieurs semaines, (ii) peu de modulation de I’expression de PD1 dans un
contexte d’infection controlée ou non, (iii) une régulation augmentée de 1’expression de PD-L.1
au sein des LT et des fractions mémoires de la moelle en phase aigiie, (iv) un contrdle de
I’expression de PD-L1 au sein des LT et de la fraction mémoire hCD8" de la rate par les ARV
en phase chronique.

Une autre approche thérapeutique concerne les stratégies d’interruption de traitement
ART et I’induction d’un controle post-arrét. Un rebond viral rapide, alors que le virus n’était
pas détectable dans le sang périphérique (Kulpa and Chomont 2015; Davey et al. 1999; Finzi
et al. 1999), rend difficilement envisageable une rémission durable sans ARV pour la grande
majorité des patients. Cependant une fraction de patients présente cette particularité. Dans le
modele BRGSF-A2, apres 8 semaines de traitement efficace nous avons interrompu le
traitement et analysé la charge virale plasmatique ainsi que la réponse T au sein des tissus. Un
rebond viral a été observé chez la plupart des souris traitées 11 jours apres 1’interruption du
traitement ART et est revenu a des niveaux proches d’une infection virale non controlée. En
parallele, le nombre absolu de LT hCD4* et hCD8" dans la rate et la MO ont diminué
rapidement 34 jours apres l’interruption du traitement alors que I’'impact du rebond viral
semblait étre peu observé a J+11 post-ART. En effet, les souris traitées et euthanasiées a J+11

post-ART ont montré des valeurs tres similaires a celles des souris non infectées, en particulier
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pour les hCD4" prélevés dans la rate et la MO. Ces observations mettent en évidence un 1éger
décalage entre les impacts virologiques et immunologiques aprés 1’interruption du traitement
selon le site considéré. Aucun impact n’a été observé sur la modulation de PD1 dans les tissus
collectés. Ces résultats démontrent que dans ce modele, le traitement ART seul ne permet pas
d’assurer un contrdle virologique et immunologique a long terme apres son interruption.
Pourtant, il existe de rares patients qui présentent une suppression virologique soutenue pendant
des mois ou des années apres 1’arrét des ARV (Sdez-Cirion et al. 2013; Etemad, Esmaeilzadeh,
and Li 2019). Les mécanismes exacts qui sous-tendent la capacité de ces patients a contrOler
I’infection restent incertains. Le modele BRGSF-A2 représente un outil pertinent pour la mise
en place de schémas thérapeutiques favorisant I’induction d’un controle post-arrét. Nous avons
émis 1’hypothese que réduire I’inflammation chronique et I’épuisement par immunothérapies
associées aux ARV pourrait représenter une stratégie prometteuse pour tendre vers un meilleur

contrOle post-arrét.

IV. Evaluation de deux stratégies d’immunothérapies dans le contexte

chronique de ’infection VIH-1

Quelle stratégie choisir pour agir sur I’épuisement ?

PD1 est connu pour étre le principal régulateur inhibiteur impliqué dans les mécanismes
d’épuisement. Il est également associé a la persistance virale. En effet, une fréquence élevée de
cellules exprimant PD1 a été associée a 1’épuisement des LT spécifiques chez les patients
chroniquement infectés par le VIH-1 (Day et al. 2006) et représente un indicateur prédictif de
la latence virale avant méme 1’initiation du traitement ART (Ghiglione et al. 2019). Pour ces
raisons et compte tenu de la similarité des mécanismes d’épuisement des LT dans le contexte

tumoral (Wherry and Kurachi 2015) et du succes des thérapies impactant la voie PD1/PD-L1,
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ces stratégies ont ¢été¢ envisagées dans I’infection chronique au VIH-1. Des effets indésirables
inflammatoires et le risque de développer des maladies auto-immunes ont été signalés chez des
patients recevant un traitement aPD1 ou aPD-L1 (Hofmann et al. 2016). En sachant que la mise
en place de la trithérapie supprime efficacement les charges virales chez la plupart des patients
avec des effets indésirables faibles pendant des décennies, les exigences sont élevées pour
justifier un besoin médical de 1’utilisation de stratégies anti-ICP qui peuvent présenter un
danger sur la santé des patients. Dans le contexte de I’infection par le VIH-1 contrdlée sous
traitement ART, I’utilisation de stratégies anti-ICP pourrait avoir de multiples effets bénéfiques
pour réduire les dysfonctions du systeme immunitaire, réduire la charge virale résiduelle et
permettre aux individus d’interrompre les ARV en toute sécurité. Les critéres d’efficacité sont
(1) la restauration des réponses effectrices en levant 1I’épuisement des LT CD8" et CD4", (ii)
I’éradication/diminution de la charge virale résiduelle en réactivant les cellules infectées de
maniere latente, et (iii) I’induction d’un controle post-ART. Le blocage de I’axe PD1/PD-L1
peut reposer sur la stratégie oPD1 ou aPD-L1, la premiere laissant la voie inhibitrice PD-
L1/CD80 intacte et impacte principalement les LT activés, tandis que la seconde laisse la voie
PD1/PD-L2 intacte et son impact est plus large (CPA, LT) mais affecte probablement moins
les réservoirs viraux. Dans le contexte de I’infection par le VIH-1, le blocage aPD1 est
privilégié en clinique. Néanmoins, des études complémentaires sont nécessaires pour délimiter
les différences potentielles d’efficacité et de toxicité des aPD1 et aPD-L1 associés aux ARV.
En sachant que les ARV régulent a la baisse I’expression de PD1 a la surface des LT mais
impacte peu I’expression de PD-L1, une efficacité supérieure de I’association ART/aPD-L1 en
comparaison de ART/aPD]1 serait envisageable. En outre, les travaux de Rosignoli et al. laissent
penser que I’expression exotique de PD-L1 a la surface des LT pourrait aussi contribuer a la
reconstitution immune incomplete apres un traitement ART efficace (G. Rosignoli et al. 2009;

Guglielmo Rosignoli et al. 2007). L’importance de I’expression de PD-L1 par les LT et des
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stratégies aPD-L1 est a explorer davantage dans ce contexte.

Quels sont les impacts des aPD1 dans I’infection chronique au VIH-1 ?

Chez le macaque rhésus infecté par le SIV, il a été démontré que le blocage in vivo de
PD1 par des anticorps neutralisants oPD1 en phase chronique de I’infection SIV (i) entraine
I’expansion rapide et la restauration des LT CD8" polyfonctionnels spécifiques du SIV, (ii)
diminue la charge virale plasmatique, et (iii) prolonge la survie des macaques infectés (Velu et
al. 2009). D’autres effets bénéfiques du blocage aPD1 ont été montrés dans ce modele, comme
la diminution de la signalisation IFN et de la perméabilité intestinale (Shetty et al. 2012). Dans
un modele de souris BLT, le blocage aPD1 a entrainé une réduction significative de la charge
virale et a confirmé une augmentation significative des LT CD8" spécifiques du VIH-1 (Seung
et al. 2013). En particulier, ces résultats ont mis en évidence une réponse différente au
traitement oPD1 selon le niveau d’expression de PD1 a la surface des LT hCD8" avant
I’initiation du traitement. Sur cette base, un plus grand nombre de LT hCDS8™ spécifiques du
VIH-1 chez les souris exprimant fortement PD1 permettrait un meilleur contrdle de la charge
virale suite au traitement aPD1 par rapport aux souris exprimant peu PD1. Nous avons souhaité
compléter ces travaux en étudiant plus spécifiquement les modifications du compartiment T
dans ces stratégies aPD1. Comme les modeles animaux utilisés précédemment, nous avons
montré que la souris BRGSF-A2 HIS répondait au blocage aPD1 (induit pendant 10 jours) par
une diminution de la charge virale plasmatique de 1’ordre de 1 log pour certains animaux. Un
autre effet observé repose sur une forte diminution de la proportion de LT mémoires de la rate
aJ+11 post-aPD1 par rapport aux souris non traitées. Cette différence semble transitoire et n’a
pas été retrouvée a J+34 post-aPDI1. De plus, ce résultat semble spécifique de la rate. Nos
résultats ne permettent pas de distinguer les animaux ayant une forte ou faible proportion de LT

exprimant PD1* mais nos résultats précédents ont montré que les LT mémoires exprimaient
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PD1 de facon quasi constitutive dans le contexte d’une infection VIH-1 non contrdlée. Cette
diminution drastique de la fraction mémoire dans la rate pourrait étre causée par une mort par
suractivation ou une sénescence rapide. Cette hypothese semble peu probable dans la mesure
ou nous n’avons pas constaté d’augmentation importante de I’expression de CD57 dans ce tissu.
De plus, le blocage aPD1 devrait permettre de lever I’épuisement de la fraction de LT exprimant
la plus fortement PD1 et d’inverser la latence virale des cellules réservoirs. Nous posons
I’hypothése que cette observation est le résultat d’une restauration fonctionnelle et d’une
migration des cellules mémoires vers les tissus non lymphoides servant de réservoirs
anatomiques. Ces résultats soulignent a nouveau le potentiel de la stratégie aPD1 pour contrdler
la charge virale et certains parametres immunologiques de la réponse T.

Les travaux de Mylvaganam et al. ont cherché a évaluer, en mod¢le macaque, I’'impact
d’une association ART/aPD1. Le blocage aPD1 pourrait entrainer des effets cytopathiques
induits par I’activation des LT CD4" infectés, diminuant la demi-vie globale de la cellule CD4*
infectée et entrainant une diminution plus rapide de la virémie apres 1’association ART/aPD1.
Leurs résultats montrent que le blocage aPD1 peut étre combiné de maniere sire et efficace
avec un traitement ART pour renforcer la réponse T CD8*, réduire 1’inflammation associée a
la muqueuse et réduire le réservoir viral inductible du sang périphérique. Cependant,
contrairement aux études sans ARV chez le macaque, il y a eu une expansion plus limitée des
LT CD8" spécifiques. La réduction potentielle de I’expression globale de PD1 due a un plus
faible niveau d’antigenes persistants et au traitement ART continu (Cockerham et al. 2014) ont
probablement contribué a des réponses plus faibles dans ce contexte mais significatives par
rapport aux animaux ne recevant pas de traitement oPD1. Ils démontrent également un retard
du rebond viral aprées I’interruption du traitement ART par rapport aux animaux sous ART seul
(Mylvaganam et al. 2018). Les résultats de cette étude démontrent que le blocage aPD1 peut

augmenter de maniere significative les réponses antivirales, agir en synergie avec les ARV pour
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augmenter la cinétique de la suppression virale et potentiellement déstabiliser les réservoirs
viraux latents. Les effets étaient néanmoins peu significatifs en terme clinique, et le bénéfice
thérapeutique d’un ralentissement de la remontée de la charge virale peu convaincant. Notre
¢tude s’est intéressée a I'impact de 1’association ART/aPD1 a travers une autre stratégie
thérapeutique : combinaison ART/aPD1 au stade tardif de la phase chronique et nous avons
utilis€ comme parametres d’efficacité 1’induction d’un contrdle post-arrét. Nos résultats en suivi
longitudinal ont révélé un rebond viral rapide pour I’ensemble des animaux sous traitement
combiné, avec un profil similaire aux souris sous ART seul. Toutefois, une tendance a une
charge virale plus élevée a été observée pour les animaux ART/aPD1 euthanasiés 34 jours apres
I’interruption du traitement combing, par rapport aux animaux controles. Ce résultat a été mis
en évidence chez des macaques rhésus sans ARV, ou le blocage aPD1 induit une augmentation
transitoire de la virémie (Velu et al. 2009; Finnefrock et al. 2009). Nous n’avons donc pas
observé de bénéfices a 1’association ART/aPD1 en phase tardive de I’infection, confirmant les
limites potentielles de ces stratégies.

Néanmoins, nous mettons en évidence un effet différent selon que le blocage aPD1 soit
réalisé dans un contexte d’infection seule ou controlée par des ARV. En étudiant les parametres
du compartiment T dans la rate, aucun changement concernant la proportion de LT mémoires
n’a été observé. Nous posons I’hypothése que le niveau d’inflammation différe entre ces deux
contextes et impacte la réponse des LT mémoires. Enfin, nous n’avons pas constaté¢ de
changements sur les proportions de LT mémoires exprimant TIGIT ou CDS57. En revanche, le
profil d’expression de Ki67 parmi les LT mémoires a augmenté a J+34 pour les souris
ART/aPD1 par rapport aux souris ART dans la rate. La faible augmentation de la charge virale
observée a J+34 post-ART/aPD1 semble alors associée a la prolifération des LT CD4*,
suggérant que le blocage aPD1 favorise aussi 1’activation des LT CD4" et conduit a inverser la

latence virale. Nos résultats démontrent qu’un traitement ART efficace combiné au blocage
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aPD1 n’améliore pas le contrdle post-arrét chez les souris BRGSF-A2 HIS. Cependant, une
augmentation de la charge virale et de la proportion de LT exprimant Ki67 a J+34 apres
I’interruption du traitement ART/aPD1 pourrait refléter une réactivation des réservoirs latents

et lever la prolifération des LT.

Quelle stratégie alternative de modulation de la voie PD1/PD-L1 choisir ?

Un autre objectif thérapeutique important a atteindre est d’optimiser 1’équilibre entre
I’amélioration des réponses immunitaires et le contréle d’une inflammation systémique.
Pendant la phase chronique de I’infection contr6lée, I’'inflammation résiduelle persiste, la
signature IFN augmente et la réponse immunitaire est fragile. Des réflexions ont été menées au
cours des derniéres années sur la maniére de réduire 1I’inflammation résiduelle : (i) diminuer la
production endogene d’IFN-I en limitant I’induction par les cellules productrices d’IFN ou (ii)
limiter la transduction du signal dans les cellules cibles. L’inflammation reste une réponse
physiologique a bons nombres d’agressions de 1’organisme, il est donc important de trouver
une stratégie permettant de réduire sans éteindre la réponse IFN. Nous avons donc testé I’impact
d’une stratégie aJAK, dont la bonne tolérance a été démontrée dans des contextes d’auto-
immunité. D’une part, cette stratégie nous permet de conserver la production d’IFN-I par les
cellules productrices, les pDC principalement et les monocytes et cDC. D’autre part, il nous a
semblé plus pertinent d’agir via des inhibiteurs de JAK afin de ne pas bloquer complétement la
signalisation IFN. Toutefois, compte tenu des activités complexes de I’'IFN-I, il sera essentiel
de délimiter 1’effet de la voie IFN-I pendant les différents stades de I’infection chronique, car
une modulation incorrecte du traitement alFNAR ou aJAK pourrait au contraire avoir des effets

néfastes sur la progression de la maladie.
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Quels sont les impacts de I’association ART/aJAK dans I’infection chronique au
VIH-1?

Les travaux de Benci et al. dans le contexte tumoral ont démontré que la signalisation
prolongée des IFN-I et II augmente I’expression des ISG tels que PD-L1 et que son inhibition
permet de lever le mécanisme de résistance adaptative aux anti-ICP en combinaison. De facon
intéressante, cette stratégie rend méme les cellules tumorales plus sensibles aux anti-ICP en
monothérapie (Benci et al. 2016). Par analogie, nous posons 1’hypothése qu’une exposition
prolongée aux IFN-I pourrait contribuer a 1’épuisement des réponses T en phase chronique de
I’infection VIH-1, en modulant I’expression de PD-L1 et que son inhibition au stade précoce
de la phase chronique pourrait permettre de contrdler a la fois I’inflammation résiduelle et
I’épuisement des réponses T. Les souris BRGSF-A2 ont été infectées pendant 3 semaines puis
traitées avec les ARV les 3 semaines suivantes. Le baricitinib a été combiné tous les jours au
traitement ART durant la derniére semaine. L’initiation du baricitinib aprés 2 semaines de
traitement ART nous a semblé pertinente puisque sur cette fenétre thérapeutique 1I’inflammation
est détectable, la virémie diminue et par conséquent 1’activité anti-virale de la voie IFN-I n’est
plus absolument nécessaire ; bloquer la voie IFN-I plus tot présenterait le risque de perdre le
contrOle viral via cette signalisation sans autre couverture anti-virale. De plus, une durée d’une
semaine de traitement au baricitinib a été choisie car il cible efficacement la signalisation IFN-
I chez des souris infectées par le LCMV (Wilson et al. 2013).

Chez les souris BRGSF-A2, le traitement aJAK n’a pas d’impact sur les compartiments
lymphoides et myéloides au sein des PBMC, de la rate et de la MO. De fagon plus importante
encore, la charge virale plasmatique était similaire entre les souris ART/aJAK et les souris
ART. Il s’agit de deux controles essentiels pour pouvoir considérer le baricitinib dans
I’infection par le VIH-1 : la charge virale plasmatique est restée supprimée et le compartiment

immunitaire n'a pas été altéré en termes de nombre absolu. Ensuite, nous avons constaté que le
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traitement aJAK n’affecte pas la modulation de PD1 parmi les LT mémoires. De facon
surprenante, nous n’avons pas observé de modulation de I’expression de PD-L1 au sein des
cellules hCD33" et une légere tendance a été observé au sein des monocytes du sang
périphérique, un effet pourtant attendu sur les populations myéloides. En revanche, nos résultats
ont mis en évidence une diminution significative de la proportion de LT PD-L1" dans le sang
périphérique des souris BRGSF-A?2 traitées par ART/aJAK par rapport aux souris ART. En
outre, les LT hCD4" et hCD8* spléniques ont tous deux montré une tendance similaire avec une
proportion plus faible de LT PD-L1*. Enfin, nous avons posé 1’hypothese que la capacité des
souris a répondre au traitement aJ AK pourrait dépendre du niveau d’expression de PD-L1 sous
traitement ART avant D’initiation du baricitinib. Nous n’avons trouvé aucune différence entre
les deux groupes de souris sur ce critere. En conclusion, nous démontrons qu’un traitement
ART efficace combiné au blocage aJAK réduit encore la proportion de LT PD-L1* dans le sang
et la rate des souris BRGSF-A2 HIS. Ces résultats suggerent que le blocage aJAK en
combinaison pourrait conférer un avantage supplémentaire sur le profil d’épuisement des LT
lors de I’infection chronique par le VIH-1, en ciblant plus spécifiquement les fractions LT PD-

L1*.

Bien que le consensus général soit en faveur d’un lien entre inflammation et activation
immunitaire, la contribution de I’inflammation a 1’épuisement reste moins clairement définie.
Dans I’infection persistante par le virus LCMV chez la souris, le blocage de la signalisation
IFEN-I peut réduire I’activation immunitaire, diminuer la suppression immunitaire, rétablir
I’architecture lymphoide et accélérer la clairance du virus (Wilson et al. 2013; Teijaro et al.
2013; Ngetal. 2015). Les résultats de Zhen et al. en souris BLT démontrent que la signalisation
IFN-I pendant I’infection chronique est I’'un des moteurs de I’inflammation chronique, de

I’activation immunitaire et de 1’épuisement des LT CDS8*, et que le blocage alFNAR réduit
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I’épuisement des LT (PD1, TIM3) et pourrait améliorer les réponses T (Zhen et al. 2017). Nos
résultats confirment 1’existence d’un lien entre 1’inflammation a bas bruit et 1I’épuisement des
réponses T, proche de celui décrit par Benci et al : 1’inhibition de la voie IFN-I pourrait réduire
I’épuisement des réponses T en modulant I’expression de PD-L1 sur les LT. Cette stratégie
pourrait donc favorablement moduler d’une part I’inflammation résiduelle et d’autre part les
facteurs d’épuisement de type PD-L1. Des données supplémentaires sur I’expression des ISG

dans le modele BRGSF-A2 pourraient compléter cette étude.

L’ensemble de nos résultats évaluant le blocage aPDI1 ou aJAK dans le modéle
d’infection BRGSF-A2 nous a permis de démontrer que (i) le blocage aPD1 semble réduire
temporairement la charge virale sans toutefois permettre un contrdle post-arrét efficace et
durable lorsqu’il est associ¢ aux ARV, (iii) la combinaison ART/aJAK confére un bénéfice
thérapeutique supplémentaire aux ARV en réduisant la proportion de LT PD-L1%, suggérant
que I’inhibition de la voie IFN-I au stade précoce de la phase chronique pourrait permettre de

controler I’épuisement des réponses T.

V. Perspectives et conclusions

Nous avons principalement axé ce travail de these sur la mise en place d’un modele HIS
pertinent pour 1’étude de [Iinfection VIH-1 et 1’évaluation de deux stratégies
d’immunothérapies en association avec les ARV. Le modele BRGSF-A2 apparait étre un outil
préclinique robuste pour évaluer les bénéfices d’immunothérapies avant les essais cliniques
chez ’homme. Agir sur I’inflammation a bas bruit et I’épuisement des réponses T représentent

deux approches thérapeutiques prometteuses, chacune basée sur une fenétre thérapeutique
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distincte au cours de la phase chronique de I’infection. Néanmoins, 1’évaluation de ces

stratégies thérapeutiques reste a approfondir.

Quels sont les axes d’amélioration de ces travaux de thése ?

Nous avons souhaité aborder la problématique par trois niveaux de monitoring
différents. Or, ces approches requieérent un nombre important de cellules et le modele HIS peut
parfois étre limitant sur cet aspect. Pour compléter ces travaux, il nous parait important

d’approfondir les points suivants :

- Caractérisation de la réponse T CD8* spécifique
Nous avons constaté que le pic de la charge virale se maintient plus longuement dans le modele
BRGSF-A2 que dans les modeles d’infection SIV chez le macaque et VIH-1 chez ’homme. Le
maintien du pic de la charge virale observé pourrait indiquer un retard dans le contrdle de la
réplication virale par les LT hCD8* spécifiques ou refléter un systéme immunitaire immature.
S’assurer de la qualité de la réponse CD8" spécifique a des temps précoces pourrait permettre
de lever cette interrogation. Nous pouvons également nous questionner sur la qualité de la
réponse hCD8" spécifique en fonction du tissu considéré et de la présentation autologue et

hétérologue au sein de ce modele chimérique.

- Caractérisation de I’inflammation en phase aigiie et chronique de I’infection
Nos résultats ont mis en évidence que la combinaison ART/oJAK offre un bénéfice
thérapeutique supplémentaire en réduisant la proportion de LT PD-L1* laissant suggérer que
I’inhibition de la voie IFN-I au stade précoce de la phase chronique pourrait permettre de
controler a la fois I’inflammation résiduelle et I’épuisement des réponses T. Toutefois, du fait

du faible nombre de cellules disponibles chez les modéles HIS, nous n’avons pas pu évaluer
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I’inflammation a la suite de la stratégie ART/aJAK. L’apport de données sur 1’expression des
ISG tels que MX1, IP-10, PD-L1 ou le dosage des IFN-I par SIMOA permettrait de nous assurer

du contrdle de I’inflammation résiduelle dans ce contexte.

- Expression de PD-L1 lors du blocage aPD1
Nous avons axé nos études sur la caractérisation du compartiment T et son profil d’épuisement
et de sénescence lors des stratégies aPD1. En considérant désormais I’expression de PD-L1 a
la surface des LT comme une expression essentielle dans le processus d’épuisement et non plus
une expression exotique peu cruciale dans la physiopathologie, il serait intéressant d’évaluer

I’expression de PD-L1 au sein des LT lors du blocage aPD1 en combinaison ou non aux ARV.

- Induction d’un contrdle post-arrét a la suite du traitement ART/aJAK
Dans le modele BRGSF-A2, le blocage aPD1 semble réduire temporairement la charge virale
mais n’est pas suffisant pour induire un contrdle post-arrét efficace et durable lorsqu’il est
associ¢ aux ARV. La combinaison ART/aJAK confére un bénéfice thérapeutique
supplémentaire en réduisant la proportion de LT PD-L1" et potentiellement 1’épuisement de la
réponse T. La question de savoir si I’association ART/aJAK au stade précoce de I’infection
chronique permettrait I’induction d’un meilleur contrdle post-arrét reste a explorer et pourrait

donner des bases supplémentaires a cette approche.

- Proposer d’autres fenétres thérapeutiques des combinaisons ART/aPD1 et ART/aJAK
spécifiquement adaptées a ce modele

Nos travaux ont mis en évidence une déplétion LT hCD4" rapide, avec une diminution drastique

en 3 semaines qui se stabilise par la suite. En sachant que la déplétion progressive des LT hCD4*

est plus classiquement décrite entre 3 et 6 semaines p.i dans les autres modeles HIS, nous
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pouvons nous interroger sur le type d’infection induite dans ce modele. Cette déplétion rapide
pourrait traduire un modele d’infection sévere malgré un tropisme RS. En outre, nos résultats
semblent révéler une déplétion drastique de cellules hCD45" dans I’intestin aprés 6 semaines
d’infection, ne nous permettant plus de détecter le virus dans un site pourtant essentiel dans la
physiopathologie de I’infection VIH-1. Dans cette hypothese, certains aspects de la
physiopathologie de I’infection peuvent poser question dans ce modele et soulever certaines
limites (ou avantages) d’un mod¢le d’infection probablement moins disséminé. D’autre part,
nous pouvons nous interroger sur la fenétre thérapeutique que nous avons choisi et si d’autres
effets majeurs seraient détectables dans le cas d’une infection seule plus courte et d’une
initiation des ARV a 2 semaines au lieu de 3 semaines p.i, suivie des combinaisons ART/aPD1

ou ART/aJAK comme définies précédemment.

- Etude des réservoirs tissulaires et distribution des ARV et immunothérapies
Pour approfondir ces travaux par les deux autres niveaux de monitoring évalués, des études
tissulaires seraient pertinentes. En particulier, il serait intéressant d’établir une caractérisation
des réservoirs tissulaires et cellulaires selon les différents contextes infectieux : VIH, ART,
ART/aPD1 et ART/aJAK. Ces données permettraient d’évaluer en détails I’impact des
différentes stratégies et combinaison de traitements sur les réservoirs viraux. Egalement, la
cartographie de la distribution des ARV et des immunothérapies aPD1 et 0JAK au sein des
tissus, cellules et liquides biologiques aurait une plus-value importante, également pour d’autres
pathologies utilisant ces médicaments. L’obtention d’une pharmacocinétique cellulaire et d’une
distribution tissulaire optimales des médicaments constituerait une condition préalable a
I’élimination des réservoirs viraux et a I’évaluation de synergies de traitements combinés.
Toutefois, ces approches requierent un nombre important de cellules et les modeles HIS peuvent

étre limitant, en particulier pour les tissus non lymphoides faiblement humanisés. La
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complémentarité des études avec les modeles PNH constituerait une approche plus robuste pour

ces aspects.

Doit-on envisager différentes immunothérapies en combinaison aux ARV ?

Le traitement ART a démontré son efficacité pour réduire la progression de la maladie,
tout en diminuant de maniere spectaculaire la transmission. A ce jour, seule I’initiation précoce
aux ARV représente une approche consensuelle. Cette stratégie fournit un contrdle viral post-
traitement pendant plusieurs mois/années pour une fraction de patients traités tres précocement
ainsi qu’une rémission fonctionnelle durable chez de tres rares enfants et adultes (Rajasuriar,
Wright, and Lewin 2015).

En raison de la coexistence de plusieurs voies impliquées dans le dysfonctionnement
des LT et I’inflammation a bas bruit, une combinaison d’approches thérapeutiques basées sur
les immunothérapies et la vaccination est probablement nécessaire pour générer des résultats
plus significatifs. De plus, étant donné que le réservoir viral reste invisible du systeme
immunitaire, des approches basées sur certaines cytokines et agents anti-latence semblent
également nécessaires pour réactiver le virus (Archin et al. 2012). Bien que les effets décrits du
blocage aPD1 soient encourageants, ce traitement ne semble pas étre utilisable en
monothérapie. En outre, Routy et al. ont récemment décrit I’influence de la dysbiose intestinale
sur I’efficacité du blocage aPD1 (Routy et al. 2018). En particulier, les auteurs montrent que
I’utilisation d’antibiotiques compromet [’efficacité du blocage aPDI1 dans les modeles
tumoraux et chez les patients cancéreux, et que la présence de certaines especes bactériennes
commensales améliore au contraire la réponse au blocage aPD1. Une analyse future de
I’influence du microbiote sur I’efficacité des immunothérapies dans I’infection par le VIH-1
serait instructive pour comprendre comment le microbiote faconne la dynamique immunitaire

pendant le blocage des ICP.
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Certaines immunothérapies en développement clinique (CTLA4, TIM3 et LAG3)
(McGary et al. 2017; Fromentin et al. 2016) auraient le potentiel de reverser de maniere plus
significative le dysfonctionnement des LT épuisés et d’impacter plus largement la stabilité du
réservoir viral. Cependant, la toxicité associée a I’ipilimumab (aCTLA4) est probablement trop
grave pour étre utilisée chez les personnes infectées sous ART qui sont par ailleurs en bonne
santé (Bui and Mellors 2015). La balance bénéfice/risque reste un aspect essentiel a considérer
pour