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Introduction

En 1983, un rétrovirus d'environ 9,7 kb, appelé plus tard virus d'immunodéficience
humaine-1 (VIH-1), a été découvert en tant qu'agent responsable du syndrome
d'immunodéficience fatale en émergence (Barré-Sinoussi et al. 1983). La mise en évidence en
1997 des bienfaits de la trithérapie antirétrovirale qui inhibe de fagon durable la virémie en
dessous du seuil de détection (Perelson et al. 1997), se traduit par un arrét quasi complet de la
réplication virale. Cependant, en depit de ces succes, les ARV ne sont pas curatifs et il existe
toujours un rebond virémique en cas d’interruption thérapeutique (Chun et al. 1999; Davey et
al. 1999). Ceci refléte la capacité du VIH a rester a 1’état de latence dans les réservoirs
cellulaires, notamment les cellules T CD4 mémoire au repos a demi-vie longue, opposant un
frein a la mise en place d’un traitement curatif (Chun et al. 1995 et1997 ; Finzi et al. 1997 ;
Wong et al. 1997).

Historique et épidemiologie du VIH

Les premiers cas de VIH ont été décrits en 1981 dans un rapport hebdomadaire a propos
de 5 patients chez lesquels le diagnostic de Pneumocystis carinii avait été posé (Centers for
Disease Control (CDC) 1981). Il s'agissait du premier rapport publié sur ce que I'on allait
appeler plus tard le syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA). Le VIH-1 a été décrit en
mai 1983 par le Dr Frangoise Barré-Sinoussi et le Dr Luc Montagnier et leurs collégues de
I'Institut Pasteur (Barré- Sinoussi et al. 1983). A 1’époque le monde ignorait I’ampleur qu’allait
prendre le phénomene, surtout les avancées thérapeutiques et diagnostiques liées aux progres

de la science.

Le syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) est di au Virus de
I’Immunodéficience Humain (VIH), qui appartient a la famille des Retroviviridea, sous famille
des Orthoretrovirinea, au genre Lentivirus (Azevedo-Pereira et al. 2016). Ces retrovirus
partagent les mémes caractéristiques morphologiques et génomiques. Le SIDA a trés tot été
reconnu comme une zoonose. Les hotes naturels de tous les rétrovirus humains sont des
primates non humains. Le VIH-1 et VIH-2 résultent de multiples croisements entre les espéces
dans la transmission entre simiens, puis au passage des virus simiens de I'immunodéficience
(SIVs) a I’homme. L'infection naturelle du SIV chez les singes d’Afrique ne cause aucune

maladie.
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L’analyse phylogénique montre que le croisement entre plusieurs espéces de virus
provenant de I’espéce simienne a donné naissance a deux types distincts de Virus de
I’'immunodéficience Humain (VIH): le VIH-1 qui est trés proche du Virus de
I’immunodéficience simien (SIVcpz), retrouvé chez le chimpanzé, et le VIH-2 trés proche du
Sooty mangabey (SIVsm). De plus cette analyse a montré que parmi les 18 lentivirus différents

qui infectent les primates, l'origine du VIH-2 était le SIVsm. (Hirsch et al. 1989).

A la fin du XIX® siécle, le SIVsm a fait son entrée dans I'espéce humaine par suite d'une
transmission zoonotique, probablement par le biais de la chasse dans la forét tropicale de Céte
d'Ivoire (Santiago et al. 2005). Cependant, l'adaptation du virus a I'nomme était nécessaire
(Azevedo-Pereira et al. 2016) et sa propagation due a une transmission efficace d’humain a
humain ne s'est produite qu'au milieu du XX® siecle dans plusieurs pays d'Afrique de I'Ouest
(Wertheim et al. 2009). L’existence du VIH-2 a été suspectée pour la premiére fois en 1985, en
observant des profils sérologiques inhabituels chez des patients sénégalais, ce qui a suggére
I’existence d’un type distinct de VIH présentant un profil sérologique plus étroitement
apparenté au SIV du macaque (SIVmac) qu’a celui du VIH-1 (Barin et al. 1985), L’origine du
VIH-2 et sa distribution actuelle ressemblent étroitement a celle du SIVsm du Sooty mangabey
d'Afrique de I'Ouest (Cercocebus torquatus atys), un virus simien qui aurait pénétré dans la
population humaine a au moins huit occasions distinctes (Damond et al. 2004; Hahn et al.
2000). Le VIH-2 a été initialement détecté en Afrique de I’ouest et ensuite s’est propagé dans
d’autres parties d’Afrique, d’Europe et & un bien moindre degré en Asie et aux Etats Unis. A la
fin de I’année 1980, Guinée Bissau, Gambie, Sénégal, Cap Vert, Cote d’ivoire, Mali, Sierra
Leone et Nigeria avaient tous rapporté une prévalence > 1% dans leur population nationale
(Figure 1) (« Centers for Disease Control. Accessed 24 February 2019 »).
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Figure 1 : Estimation de I'évolution et de la propagation mondiale des types, groupes et sous-
types de VIH. La chronologie indique les événements clés de I'évolution des groupes VIH-1,
M, N et O, avant I’apparition du groupe P (Afrique centrale) et du VIH-2. CRF (forme
recombinante circulante) (Tebit et al. 2011).

En France le VIH-2 constituait 2% des cas de VIH diagnostiqués entre 2003 et 2013
(Visseaux et al. 2016; Cazein et al. 2015).

Plus de 30 ans apres la découverte des virus VIH, I’infection par ces virus continuent a
poser un probléeme de santé publique dans le monde avec plus de 36 millions de personnes
vivant avec le VIH, 2 millions de nouvelles infections et 1 million de mort lié au SIDA par an
(« Global AIDS Update 2016 » ; « Global AIDS Update 2019 »). En 2018 on estime que 23,3
[20,5-24,3 millions] des 37,9 millions [32,7- 44,0 millions] de personnes vivant avec le VIH
dans le monde étaient sous traitement, soit trois fois plus qu'en 2010 (Figure 2) (« Global AIDS
Update 2019 »). Depuis le pic de nouveaux cas en 1997 (2,3-3,8 millions), ce nombre continue

de décroitre avec une incidence entre 1,6 et 2,3 millions en 2018.

Au niveau mondial, les nouvelles infections a VIH chez les jeunes femmes (agées de 15
a 24 ans) ont été réduites de 25% entre 2010 et 2018 (« Global AIDS Update 2019);
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Figure 2 : Cascade de soin du VIH dans la population mondiale («Global AIDS Update
2019»).

Le VIH-2 prédomine en Afrique de 1’Ouest et notamment en Guinée-Bissau, Gambie,
Sénegal, Cap Vert, Cote d’Ivoire, Mali, Sierra Leone et Nigeria avec une prévalence de 1%
pour ces différents pays (Campbell-Yesufu et al. 2011). On estime a 2 millions le nombre de
personnes vivant avec le VIH-2 en Afrique de 1’Ouest (Gottlieb et al. 2008) et dans des pays
ayant des relations historiques avec I'Afrique occidentale, tels que le Portugal et la France (de
Mendoza et al. 2017; Visseaux et al. 2016). La cohorte de 1’étude frangaise VIH-2 (ANRS
Co- 05) confirme la faible progression vers la maladie par rapport au VIH-1 et une trés faible
charge virale plasmatique qui est prédictive de I’évolution et du stade de la maladie (Matheron
et al. 2003).

La compréhension de la virologie et de la pathogénie du VIH continue a faire I’objet de
nombreuses recherches, car la comprehension de ces mecanismes est cruciale pour le

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Aspects virologiques et Transmission

Le VIH-1 est responsable de la pandémie de sida a travers plusieurs groupes viraux,
dont le groupe majoritaire dénommé M, le groupe outlier dénommeé O et les trés rares variants
des groupes N et P. Le VIH-1 du groupe M est composeé de plusieurs sous-types (de AaD, Fa
HetJaK) (Figure 3). Le VIH-2 présente 40% de ressemblance avec le VIH-1 dans sa séquence

nucléotidique (60% conservée dans les génes gag et pol) (Guyader et al. 1987).

Le VIH-2 reste géographiquement circonscrit contrairement au VIH-1 qui est retrouveé
partout a travers le monde. Depuis la premiére mise en évidence du virus VIH-2 en 1986, un
total de neuf sous-types de VIH-2, appelés de A a I, ont été identifiés. Les groupes A, B, C, G,
H et | sont plus étroitement liés & SIVsmm de la forét de Tai (au sud-ouest de la Cote d’Ivoire),
le groupe D est lié a SIVsmm du Libéria et les groupes E ou F a SIVsmm de Sierra Leone
(Santiago et al. 2005; Ayouba et al. 2013). Seuls les groupes A et B sont endémiques, les autres
infections seraient celles liées a une seule personne (Damond et al. 2004; Hahn et al. 2000).

Sous-types 9 ss-types

(A3K)
Prévalence 35 millions 20 20 2 30 000 2 1 a 2 millions
globale (monde) (Cameroun) (Cameroun)  (monde)  (Afr.de 'Ouest)

Prévalence
en France

Figure 3 : Les différents sous types du VIH (Avettand-Fenoel et al. 2017).
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Les cycles de réplication du VIH-1 et VIH-2 sont assez similaires de méme que les
mécanismes immunologiques qui conduisent & I’immunodépression. Bien que I’épisode
zoonotique soit responsable du passage du VIH chez 1’hote humain (Korber et al. 2000; Lemey
et al. 2003; Salemi et al. 2000; Sharp et al. 2001), les deux virus se sont propagés presque au
méme moment (Lemey et al. 2003; Marx et al. 2001; Poulsen et al. 2000).

Le génome du rétrovirus est composé de deux copies identiques d’ARN monocaténaires
(Requejo et al. 2006) et caractérise par la présence des genes gag, pol et env (Figure 4). Le
VIH-1 et VIH-2 sont différents dans 1’organisation de leur génome, cependant leur base est

identique a celle observée dans les rétrovirus :

- le géne gag de ces virus code pour les protéines de la capside et nucléocapside (p24,

p7, p6) et matrice (p17) ;

-le géne pol (polymérase) codant pour les enzymes nécessaires et indispensables pour

la réplication virale :
*Transcriptase inverse qui permet de convertir I’ARN en ADN viral.

*Protéase : clive les grosses protéines gag et pol qui sont les précurseurs de génes gag
et pol.

*Intégrase : Permet d’intégrer I’ADN viral a I’ADN de I’héte (ADN proviral)
(Gelderblom et al. 1989).

En plus de leurs trois génes communs avec les autres rétrovirus, le génome du VIH-1 et
VIH-2 présente des genes de régulation et des genes accessoires qui sont spécifiques a chaque

Virus.
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Figure 4. Représentation des génomes du VIH-1 et du VIH-2. Les cases grises représentent
les genes structuraux, les cases bleues les genes régulateurs et les cases roses les génes

accessoires (Ayinde et al. 2010).

Les particules virales ont un diamétre de 100 nm et sont entourées par une membrane
lipoprotéique. Chaque particule virale posséde une membrane qui est composée de complexes
hétérodimériques des glycoprotéines de surface (gp120) et transmembranaire (gp41). La liaison
entre la gp120 et la gp41l est une liaison non-covalente qui peut se rompre spontanément. Par
conséquent, la gp120 peut se retrouver dans le microenvironnement local et dans le sérum ainsi
que dans les tissus lymphatiques chez les patients atteints par le VIH. Durant le processus de
fixation du virus a la cellule héte et pendant la phase de bourgeonnement, le virus integre
différentes protéines a sa membrane parmi lesquelles des protéines de classe | et Il du CMH
mais aussi certaines molécules d’adhésion, telles que les ICAM-1, qui peuvent faciliter
I’adhésion du virus a d’autres cellules cibles. La protéine de la matrice P17 (encrée au niveau
de la membrane) et la membrane virale, constituée de polymeéres, forment I’antigéne de la
capside (P24). Cette capside contient deux copies d'ARN du VIH combinées avec une
nucléoprotéine et les enzymes transcriptase inverse, intégrase et protéase (Gelderblom et al.
1989).

Les génes accessoires ou de régulation qui caractérisent ces virus jouent un réle clé dans

la modulation de la réplication virale et leur pouvoir pathogene. Parmi ces genes on peut citer :
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*|e gene tat qui code pour la protéine du méme nom (Tat). Cette protéine est exprimée

tres précocement, juste au début de I’infection et favorise 1I’expression des autres génes du VIH.

* la protéine Rev qui est codée par le gene rev, favorise la migration de I’ARNm du

noyau vers le cytoplasme.

La fonction des autres protéines accessoires est moins connue. Néanmoins la protéine
Vpr semble intervenir dans le blocage du cycle cellulaire. Cette protéine est aussi impliquée
dans la retro-transcription de I’ADN dans le noyau des cellules hors phase de division tel que
les macrophages. Dans le VIH-2 cette fonction est assurée par la protéine Vpx. La protéine Vpu
quant a elle est nécessaire pour la libération de la particule virale alors que le géne qui code
pour la petite la protéine Vif favorise la pathogénicité du virus. La protéine Nef a de multiples
fonctions incluant la transduction du signal et la down-régulation du récepteur CD4 a la surface
de la cellule et permet ainsi au virus de sortir par bourgeonnement a la surface de la cellule
(Emerman et al.1998).

1. Laréplication virale : tient en 6 étapes (Figure 5) :

1- Fixation et entrée/ Reconnaissance de la cellule a infecter via le récepteur CD4 et le

corécepteur CCR5 : I’entrée du VIH-1 et du VIH-2 se répartit en trois étapes complexes
(fixation, activation et fusion). L’enveloppe du virus composée des protéines gp120 et gp41 est
essentielle & la reconnaissance et I’entrée dans la cellule cible. La gp120 du VIH se lie a la
molécule CD4 qui est une glycoprotéine exprimée a la surface d'environ 60% des lymphocytes
T circulants, sur les précurseurs des cellules T dans la moelle osseuse et le thymus, mais aussi
a la surface des monocytes/macrophages, cellules dendritiques et cellules microgliales du
systéeme nerveux central (Miceli et al. 1993). Lors de la liaison de la gp120 avec la molécule
CD4, I’enveloppe virale subit un changement structurel, exposant un domaine spécifique de la

gp120 capable de lier les récepteurs de chimiokines a la surface de la cellule cible.

L'expression des récepteurs de chimiokines sur les cellules cibles s'est averée
déterminante dans le tropisme du VIH-1 (Broder et al. 1995). Il existe des souches de VIH- 1
qui se lient au récepteur de chimiokine p CCRS5; ce récepteur est principalement exprimé par
les macrophages et les lymphocytes T (Coakley et al. 2005). Ces souches sont connues sous le
nom de virus ayant un tropisme pour les macrophages (M-tropic ou virus R5). Par ailleurs,

certaines chimiokines telles que RANTES, MIP-1-a et MIP-1-B, qui sont des ligands du
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récepteur CCR5, sont capables de bloquer I’interaction entre le virus et la cellule et ainsi bloquer
in vitro l'infection par le VIH-1 (Garzino-Demo et al. 2006). Le corécepteur CCR5 est utilisé
par la majorité des isolats du VIH-1 pendant la phase primaire, quel que soit le sous-type
génetique viral. Cependant d'autres souches utilisent de préférence le CXCR4 pour infecter la
cellule hote et se répliquer dans les lymphocytes T CD4" durant la phase primaire. Ces souches
sont connues sous le nom de T-lymphocyte-tropic (T-tropic ou virus X4). La chimiokine
SDF- 1 (a-chemokine) qui est un ligand du CXCR4 est capable de bloquer la réplication des
virus VIH-1 a tropisme X4, car en compétition avec le virus pour la liaison au CXCR4. Enfin,
d’autres isolats du VIH peuvent se lier aux deux corécepteurs CCR5 et CXCR4. Ces souches

sont appelées virus a tropisme double ou virus X4R5.

2 - Fusion de ’enveloppe du virus avec la membrane de la cellule : L’interaction entre

la gp120 du virus avec le récepteur CD4 et un corécepteur (récepteur de chimiokine) permet
une fixation plus stable du virus et ainsi la fusion membranaire. La gp4l contient une
sous- unité hydrophobe & son extrémité amino-terminale qui est indispensable pour la fusion
du virus a la membrane cellulaire. Ensuite, le noyau viral se libére dans le cytoplasme de la
cellule cible, libérant ainsi I'ARN viral (Broder et al. 1995).

3 - Transcription inverse de I’ARN du virus : le matériel génétique du virus est copié en

ADN gréace a une enzyme virale, la transcriptase inverse. La conversion de I'ARN viral en ADN
proviral se fait avec la transcriptase inverse et l'intégrase. La transcriptase inverse (site actif
ribonucléique H) commence la transcription inverse de I'ARN viral dans le cytoplasme, en
initiant la transcription a partir de I'amorce, jusqu'a obtention d’un ARN/ADN a double hélice
hybride ; puis, la ribonucléase H sépare les brins d'’ARN et la transcriptase inverse (polymérase)
crée un brin d'’ADN complémentaire (ADNCc) pour former une molécule d'’ADN a double hélice.

L’ADN double hélice est intégré au génome cellulaire par I'intégrase.

4 - I’intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule est médiée par I’intégrase

d’origine virale : Une intégration efficace de I'ADN proviral et I'expression du provirus exigent

que la cellule cible soit activee. Les monocytes/macrophages, les cellules microgliales et les
lymphocytes T CD4" quiescents infectés contiennent un provirus intégré. Ces cellules sont

d'importants réservoirs cellulaires du VIH, & longue durée de vie (Chun et al. 1997).

5 - Transcription de I’ADN viral : synthése de molécules d’ARN viral et des protéines

virales : Lors de l'activation de la cellule infectée, la transcription de I'ADN proviral en un
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ARNmM se produit. Le processus de transcription aboutit a la synthese précoce des protéines
régulatrices du VIH-1, telles que Tat et Rev. L'ARNm viral migre dans le cytoplasme de la
cellule hote, ou les protéines structurelles des nouveaux virions sont synthétisées. Les protéines
codees par les genes pol et gag forment le noyau de la particule VIH en maturation ; les
protéines codées par le gene env forment les glycoprotéines de I'enveloppe virale. La gp160
(précurseur) est clivée par la protéase du VIH-1 en gp120 et gp41. Une grosse protéine de 160
kD donne plusieurs protéines aprés clivage par la protéase : Gag et Pol mais aussi p24, p17, p9

et p7.

6 - Formation de virions, maturation des protéines virales (grice a une enzyme virale,

la_protéase) et bourgeonnement : Le clivage des molécules précurseurs par la protéase du

VIH- 1 est nécessaire a la production de particules virales infectieuses. La formation de
nouvelles particules virales est un processus d’assemblage des différentes protéines
synthétisées : les deux brins d'’ARN viraux s'associent aux enzymes de réplication, et a la
matrice formée par la capside du virus (Fanales-Belasio et al. 2010).

La particule virale immature migre vers la surface cellulaire : elle est libérée par le
clivage, ce qui produit de nouvelles particules virales infectieuses, qui bourgeonnent a travers
la membrane de la cellule héte, acquérant ainsi une nouvelle enveloppe. Au cours du processus
de bourgeonnement, les membranes lipidiques du virus peuvent intégrer différentes protéines
de la cellule hote et s'enrichir en phospholipides et en cholestérol. Contrairement aux
lymphocytes T, pour lesquels le bourgeonnement se produit & leur surface et ou les virions sont
libérés dans le milieu extracellulaire, pour les monocytes/macrophages le processus de
bourgeonnement entraine I'accumulation de virions dans les vacuoles intracellulaires qui sont

ensuite libérées.
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Figure 5 : les différentes étapes de la réplication virale (Proust et al. 2013)

2. Variabilité génétique

Le VIH présente une forte capacité a muter et a s'adapter aux nouvelles conditions de
I'environnement humain. Une incidence d'erreurs élevée au niveau transcriptionnel entraine des
changements génétiques au cours du cycle évolutif du VIH. La transcriptase inverse joue un
role majeur dans la production de divers rétrovirus. Plusieurs mécanismes d'erreur ont été
attribués aux polymeérases, entrainant une fréquence élevée de mutations tels que : des sauts
génétiques, des délétions, des recombinaisons, des répétitions et des insertions. Chacun de ces

mécanismes peut impliquer un ou plusieurs nucléotides.

En raison des erreurs qui peuvent survenir lors de la réplication virale, la transcriptase
inverse joue un réle clé dans la production de la diversité des séquences du VIH chez les
personnes infectées. La variabilité génétique élevée du VIH a d'importantes répercussions sur
le diagnostic en laboratoire, le traitement et la prévention, ainsi que sur les enquétes
épidemiologiques (Peeters et al. 2000). Comme tous les virus a ARN, la variabilité du VIH est

la conséquence :
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- du mécanisme d'action de la transcriptase inverse "sujette aux erreurs™ qui introduit,

en moyenne, une substitution par génome par cycle de réplication (Sarafianos et al. 2009).

-de la réplication virale trés rapide, qui génere un nombre élevé de virions par jour

(estimé a environ 10%°) chez la personne infectée (Ho et al. 1997).

- d’une recombinaison entre deux ou plusieurs virus du VIH différents chez la méme

personne infectée (Fanales-Belasio et al. 2010).
3. Transmission des VIH

La compréhension des mécanismes de transmission, la prévention de cette transmission

et de I’infection sont des objectifs majeurs de recherche depuis la découverte du VIH.

L’une des principales voies de transmission du VIH se faisant a travers les rapports
sexuels non protégés (« UNAIDS Global Report 2013»), ceci définit I'infection a VIH comme
étant une infection principalement muqueuse. Au niveau mondial, on estime que 90% des
infections débutent au niveau des muqueuses (United Nations Programme HIV/AIDS 2008)
(Ghosn et al. 2018). Ces données épidémiologiques indiquent que des comportements sexuels
différents ont un impact sur le risque de transmission de I’infection. Ainsi, les relations
sexuelles anales sont statistiquement susceptibles de provoquer plus d’infections que les

relations sexuelles vaginales (Powers et al. 2008 ; Boily et al. 2009).

Le VIH-2 étant moins pathogéne que le VIH-1, la transmission hétérosexuelle se produit
moins pour le VIH-2 que pour le VIH-1, et sa transmission verticale est rare (Kanki et al. 1994;
Adjorlolo-Johnson et al. 1994; Andreasson et al. 1993).

Le développement d’un vaccin contre le VIH reste toujours la priorité des chercheurs.
Plusieurs recombinants viraux ont été utilisés comme tests dans ce sens par plusieurs
plateformes avec I’utilisation de vecteurs dérivant de différentes familles virales telles que les
adénovirus (Barouch et al. 2010) et les poxvirus (Adis International Ltd 2003; Pitisuttithum et

al. 2011; Rerks-Ngarm et al. 2009) sans succes probant pour le moment.
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Figure 6 : Phases de l'infection apres I'exposition au VIH. La propagation, la dissémination et
I'établissement des réservoirs viraux. La réponse immunitaire ( CTL tardive, lymphocyte T

cytotoxique, PD-1, mort programmée 1), pic virémique (réplication virale) (Moir et al. 2011).

Evolution et Traitement

L’infection par les lentivirus est caractérisée par une longue période de latence sans
manifestation clinique avec une persistance du virus, une réplication virale et une dissémination
suivies d’une phase chronique émaillée de manifestations cliniques (Figure 6) (Pandrea et al.
2008 ; Paiardini et al. 2009).

L'histoire naturelle de l'infection a VIH-1 varie considérablement d'une personne a
l'autre, mais le temps nécessaire au développement du sida en l'absence de traitement
antirétroviral est en médiane d'environ 11 ans (Rowland-Jones et al. 2007). L’infection de
macaques rhésus par le VIH et le SIV progressent toutes les deux vers le SIDA ; contrairement
al’infection de Sooty mangabey ou de singes verts d’ Afrique qui ont une moindre pathogénicité
mais présentent un niveau éleve de réplication virale (Pandrea et al. 2008 ; Paiardini et al. 2009).

Dans 1’évolution classique de la maladie, la multiplication du VIH-1 dans les
lymphocytes T CD4 cause une forte déplétion de cellules CD4, en particulier dans les organes
lymphoides associés aux muqueuses (Schacker, et al. 2004). L'homéostasie des lymphocytes T
CD4" et CD8" est trés perturbée lors d'une infection par le VIH chez le sujet non traité (McCune
et al. 2001). Pendant la phase aigué de l'infection, la majorité des lymphocytes T CD4" de
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I'intestin disparaissent (Clayton et al. 1997 ; Brenchley et al. 2006) alors que dans la phase
chronique, les cellules T CD4" périphériques diminuent progressivement. Le pool de
lymphocytes T CD8" quant a lui, augmente pendant la phase aigué de I'infection et commence
a décliner au stade SIDA (Margolick et al. 1995), tandis que le pourcentage de cellules naives
dans le pool de lymphocytes T CD4* et CD8" est fortement réduit pendant I'infection a VIH
(Rabin et al. 1995; Ganesan et al. 2010; Marchetti et al. 2009). Lors de I'entrée du VIH dans les
différentes sous-populations T CD4", le virus rencontrera différents profils de transcription et
différents facteurs cellulaires intrinséques, ce qui favorisera la transcription provirale ou

stimulera la répression et la latence provirales (Agosto et al. 2018).

Les premiéres semaines qui suivent la transmission de I’infection par VIH-1 sont trés
dynamiques : elles sont rapidement associées a une perturbation du microenvironnement
(Figure 7) et des dommages cellulaires causés par une cytopathogénicité virale directe et des
effets collatéraux, ainsi qu’une réponse immunitaire contrdlant partiellement I’infection mais
détruisant les cellules infectées répliquant le virus (Figure 6) (McMichael et al. 2010).
L'infection virale des lymphocytes T CD4 * provoque leur dysfonctionnement et finalement

leur mort entrainant un déficit immunitaire secondaire.

L’¢limination des cellules infectées est due au systtme immunitaire (Cellules
cytotoxiques T CD8 et NK). On observe également une perte de cellules non-infectées du fait
d’une apoptose accrue liée a I’activation chronique. En effet la persistance d’une activation
chronique dans 1’évolution de I’infection jouerait un réle majeur dans la progression de la
déplétion CD4 et de la maladie vers le SIDA, en induisant une apoptose accrue et/ou la perte
des capacités réplicatives (anergie) des lymphocytes T CD4 matures non infectés (Fauci 1984;
Silvestri et al. 2007). Il faut également noter une perte des capacités de régénération des
lymphocytes T CD4", liée d’une part a des anomalies de production des précurseurs au niveau
médullaire (en relation avec une myélodysplasie) et de lymphocytes T du fait de 1’infection
thymique, et d’autre part a la perte des capacités de renouvellement des lymphocytes matures

périphériques.
On considere généralement plusieurs phases dans cette déplétion T CD4" :

- La premicre phase lors de I’infection aigué est tres rapide et liée a la trés forte
réplication virale dans les lymphocytes T CD4* fortement activés a courte durée de vie
(inférieure a 1 jour) (Dahl et al. 2010; Bacchus et al. 2013).
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- La deuxiéme phase refléte principalement la production de virus a partir d’autres
populations de cellules infectées dont la demi-vie est de 1 a 4 semaines (pour les cellules
infectées) (Rong et al. 2009).

- La troisieme phase est une phase de plateau relatif, causée partiellement par I'activation
des cellules T CD4" mémoire qui commencent a produire des virions (Van Lint et al. 2013).

Néanmoins ces 3 types cellulaires interviennent a tous les stades de la déplétion CDA4.

Bien que l'infection des lymphocytes T CD4" naifs se produise a une faible fréquence
par rapport a celle des lymphocytes T CD4* mémoire activés, I'infection a VIH-1 est associée
a des changements quantitatifs et qualitatifs dans le compartiment des lymphocytes T naifs
(TN) chez les enfants comme chez les adultes (Plaeger-Marshall et al. 1993; Rabin et al. 1995;
Chattopadhyay et al. 2006; Roederer et al. 1995). Chez les adultes infectés par le VIH-1, une
perte des TN précede la perte de I'homéostasie des cellules T et donc la progression vers le
stade SIDA. Elle est généralement attribuée a une conversion accelérée en cellules mémoires
et effectrices visant a compenser les pertes par mort cellulaire de ces derniéres (Chattopadhyay
et al. 2006).

Cependant une faible proportion (environ 2% de la plupart des cohortes) de patients
infectés par le VIH-1 évolue tres lentement par rapport a cette forme classique : ce sont les
« long term non progressors » (LTNP), qui restent asymptomatiques durant plus de 10 ans tout
en maintenant un niveau élevé de taux des lymphocytes T CD4", ou des Elite Controller (EC)
qui contrélent spontanément la réplication virale en I’absence de traitement ARV (Thiébaut et
al. 2011). L’¢évolution de I’infection chez ces patients rappelle celle des hétes naturels du SIV
(sooty Mangabeys, singe vert d’Afrique) qui n’induit pas de perte importante de cellules T
CD4" ni d’activation chronique des lymphocytes T (Muller et al. 2003; Silvestri et al. 2003) ou
de progression vers le SIDA en dépit d’une forte réplication virale (Grabar et al. 2009). Ainsi,
chez les EC, le niveau d'activation immunitaire peut étre relativement élevé et associé a une
perte en lymphocytes T CD4. A T’inverse, chez les LTNP on observe un maintien des
lymphocytes T CD4 associée a une réplication virale active (Grabar et al. 2009).
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Figure 7 : Cinétique des marqueurs immunologiques et virologiques associés a l'infection a

VIH pendant les phases aigué et chronique (Moir et al. 2011).

Particularités chez I’enfant : L’infection par le VIH chez I’enfant est généralement

secondaire & une transmission meére-enfant (TME) (Mirza et al. 2012). L’introduction du
traitement ARV a joué un trés grand réle dans la réduction de la transmission mere-enfant (E.
M. Connor et al. 1994) . On estime & 2,1 millions le nombre d’enfants vivant avec le VIH a
travers le monde et moins de 50% bénéficie d’un traitement ARV (« Global AIDS Monitoring
2018, Indicators for Monitoring the 2016x»). En dépit de la baisse considérable du nombre de
nouvelles infections chez les enfants, ’année 2016 a enregistré 160 000 nouvelles infections et

120 000 nouveaux déces liés a I’infection.

L’infection pédiatrique par le VIH différe de celle de 1’adulte en termes de progression
clinique, de pathophysiologie, de réponse au traitement et de réplication virale (Hazra, et al.
2010; Tobin et al. 2013).

En revanche, il n’y a pas de différences dans 1’évolution clinique des patients infectés
par le VIH-2, comparée aux patients infectés par le VIH-1 a la fin de la phase asymptomatique
(Damond et al. 2001; Gao et al. 1994). Cette évolution clinique (vers le stade SIDA) émaillée
de diverses symptomes est liée a une production virale accrue et une déplétion T CD4" associées
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a une activation immune importante. La charge provirale est tres similaire a celle des patients
infectés par le VIH-1 pour un méme stade de la maladie, ce qui suggere une méme capacité
pour les deux virus a infecter les cellules. Cependant la charge virale plasmatique reste trés
faible chez les sujets infectés par le VIH-2 (Popper et al. 2000) et le virus montre une sensibilité
accrue aux anticorps neutralisant (Blaak et al. 2006). Malgré cela, les porteurs du VIH-2
peuvent développer le SIDA aprés une moyenne de 25 a 30 ans, beaucoup plus lentement que
la moyenne de 10 ans pour une infection par le VIH-1 non traitée (Tchounga et al. 2016;
Marlink et al. 1994; Whittle et al. 1994). La plupart des sujets infectés ont une espérance de vie

identique a celle des sujets non infectés par le VIH (Poulsen et al. 1997).

Le traitement ARV réduit considérablement la charge virale en dessous du seuil de
détection des techniques usuelles, ce qui permet de renverser la tendance (I’histoire naturelle
de la maladie) et d’éviter I’immunodépression, malgré quelques effets secondaires des
médicaments qui sont difficiles a gérer, surtout dans les pays a ressources limitées. Chez les
personnes séropositives mais naives de traitement, les variants du virus du VIH-1 présentent
parfois des mutations qui leurs conférent des résistances aux médicaments (Larder et al. 1989).
La mise en place d’un traitement ARV permet de reconstituer le compartiment de CD4 en
réduisant la réplication virale. La restauration des compartiments des lymphocytes T naifs et
mémoire contribue a la reconstitution du nombre total de lymphocytes T CD4* (Autran et al.
1997; Lange et al. 2002).

Les ARV ont transformé la vie de millions de personnes infectées par le VIH en
induisant une augmentation progressive du nombre de lymphocytes T CD4* (Ghosn et al. 2018).
La reconstitution des lymphocytes T CD4" avec les ARV est caractérisée par deux phases : une
phase initiale d'expansion et de redistribution des lymphocytes T CD4* mémoire, suivie d’une
phase de reconstitution des lymphocytes TN CD4" avec une réduction de l'activation des
lymphocytes T (Moore et al. 2007; Lederman et al. 2001; Robbins et al. 2009; Autran et al.
1997; Pakker et al. 1998). Cependant, chez environ 20 % des patients, on peut observer une
absence de réponse immunitaire méme aprés un traitement ARV suppressif, ce qui est plus
fréquent chez les patients qui sont traités tardivement (les patients dont le nombre de cellules T
CD4" au départ était inférieur a 350 cellules/mm? au moment de l'instauration du traitement)
(Gaardbo et al. 2012). Les traitements pour les personnes infectées par le VIH-2 sont limités,

car de nombreux antirétroviraux usuels contre le VIH-1 que sont les inhibiteurs non
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nucléotidique de la transcriptase inverse ne sont pas efficaces sur le VIH-2 (Witvrouw et al.
2004; Hizi et al. 1993; Menéndez-Arias et al. 2014).

En dépit des avancées significatives dans la prise en charge et la prévention du VIH, le
nombre de nouveaux cas est resté relativement stable avec environ 2 millions de nouveaux cas
par an, augmentant continuellement le nombre de personnes nécessitant un traitement a vie
(<UNAIDS DATA 2016 » ; « Global AIDS Update 2019»). Il est donc urgent de guérir du
VIH- 1. Les stratégies de recherche se sont concentrées sur les efforts de guérison comme la
stratégie de “shock and kill” « Réveiller et Tuer ». Cette stratégie a pour objectif d’éliminer le
réservoir (Cure et al. 2012; Katlama et al. 2013), pour inverser la latence du VIH dans les
cellules afin d’induire 1’expression des antigénes viraux a la surface des cellules infectées. Ce
type de stratégies devrait permettre la reconnaissance des cellules réservoir et leur destruction
par un effet cytopathogéne ; par exemple par un arrét du cycle et une entrée en apoptose médiés
par Vpr (Poon et al. 1998; Sheila A. Stewart et al. 2000) ou par des cellules cytotoxiques
specifiques du VIH-1. Une telle stratégie serait mise en ceuvre pendant que les personnes

séropositives restent sous ARV pour prévenir de nouvelles infections (rebond).

Malgré I’efficacité des traitements ARV actuels, le VIH continue d'exister dans
plusieurs réservoirs cellulaires en raison d'une faible pénétration des médicaments dans les
ganglions et les sanctuaires viraux anatomiques, sites de I'établissement d'une latence virale ou

de la réplication virale cryptique (Van Lint et al. 2013; Langer et al. 2001).

Nous déecrirons plus loin les caractéristiques de ces réservoirs viraux.

Systeme Immunitaire et VIH

1. Cellules du systéeme immunitaire et Cibles du VIH

Le virus du VIH cible principalement les lymphocytes T CD4" et les cellules de la lignée
monocyte/macrophage exprimant également la molécule CD4 et les corécepteurs nécessaires
pour sa pénétration. Les cellules T CD4" sont centrales dans la modulation de la réponse
immunitaire (Abbas et al. 2014). Nous décrirons ici les principales cellules cibles de 1’infection

VIH et celles impliquées dans I’'immunité innée.
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1.1. Cellules de Pimmunité innée

a. Les cellules dendritiques

Elles représentent le premier contact entre le systéme immunitaire et I’agent pathogéne
dans le tissu (Bertram et al. 2019). Ce sont des cellules hautement hétérogénes et
professionnelles de la présentation d’antigéne (CPA) ; elles expriment des niveaux élevés de
CD45 et de HLA-DR a leur surface ainsi que de CD1a (Nasr et al. 2014; Hladik et al. 2007), le
récepteur de la langerine CLR (C-type lectin receptor, récepteur de type C des lectines exprimeé
surtout par les cellules de Langerhans) permettant la liaison du VIH (Y. Ganor et al. 2010) et
le CD11c. On retrouve également a leur surface des molécules d'adhésion intercellulaire
specifiques des cellules dendritiques : le DC-SIGN ou le récepteur du mannose (MR) qui se lie
avec affinité a la gp120 du VIH (Bertram et al. 2019). Leur réle principal est de détecter les
micro-organismes qui envahissent 1’organisme au niveau du site de pénétration, elles
internalisent le pathogene et le découpent tout en migrant vers les ganglions lymphatiques ou
elles présentent les antigénes aux cellules T CD4". L'interaction entre les CPA et les
lymphocytes T induit la prolifération et la différenciation des cellules T CD4* naives,
établissant ainsi le pont entre I'immunité innée et adaptative (Steinman et al. 2010). Outre leur
role dans I’initiation de la réponse immunitaire adaptative, les CD précurseurs et immatures
sont également impliquées dans plusieurs fonctions effectrices de I’immunité innée a laquelle
elles appartiennent : la liaison des PAMs (motifs moléculaires associés aux agents pathogenes)
des micro-organismes aux récepteurs de reconnaissance des CD va limiter voire interrompre la
croissance et la réplication des agents pathogenes. En raison de leur r6le important dans la
surveillance et I'homéostasie, les CD se trouvent dans la plupart des tissus, notamment ceux a
I’interface avec 1’environnement extérieur comme I'épithélium de la peau ou des muqueuses
(Banchereau et al. 1998).

Indépendamment du type de muqueuse a I’origine de I’infection (par exemple vaginale,
utérine, prépuce, anale), les mécanismes cellulaires régissant les interactions initiales
virus/hote, sont cruciaux pour aboutir a I'infection systémique d'un nouvel hote (Altfeld et al.
2011; Haase al. 2011; Tsunetsugu-Yokota et al. 2013). De nombreux types de cellules
immunitaires sont présents dans ces tissus, y compris les CD, qui sont ciblées par le VIH peu
apres la transmission muqueuse. En outre, ’infection & VIH bouleverse la biologie normale des
CD, entrainant 1’absorption de virus, I’infection et le transfert a d’autres cellules notamment

aux cellules T CD4 au niveau du ganglion de drainage lors de la contamination par voie
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muqueuse puis tout au long de la maladie, avec ou sans infection a VIH productive dans les

cellules dendritiques (Bertram et al. 2019).
b. Monocytes/Macrophages

Comme les cellules T CD4", les cellules de la lignée des monocytes-macrophages sont
considérées comme la premiere cible de I’infection par le VIH (Koenig et al. 1986 ;
Koppensteiner et al. 2012). Ces cellules expriment la molécule CD4 mais aussi les corécepteurs
CCR5 et CXCR4 a leur surface (Szabo et al. 1990 ; Lee et al. 1999) ; cette lignée est tres
résistante aux effets cytopathogenes du VIH, et peut ainsi héberger le virus pendant de plus
longues périodes (Le Douce et al. 2010). La présence des macrophages dans la plupart des
organes, fait qu’ils sont capables de disséminer le virus partout dans 1’organisme. Ces
caractéristiques ont classé les monocytes/macrophages comme d'importants réservoirs viraux
(Siliciano et al. 2011 ; Blankson et al. 2002). Plusieurs études ont montré la présence d'ADN
VIH-1 dans des monocytes isolés de patients infectés (McElrath et al. 1991).

L’¢tude des caractéristiques des monocytes chez les macaques rhésus a montré que dans
I'infection aigué, on notait une augmentation des monocytes CD14""CD16" et CD14°CD16"",
tandis que les monocytes CD14**CD16 baissaient deux semaines aprés l'infection (W.-K. Kim
et al. 2010). De méme, au cours de l’infection chronique on observe également une
augmentation des sous-populations de monocytes CD14""CD16" et CD14"CD16"" associée a
une forte charge virale (Kim et al. 2010 ; Crowe et al. 2010). Il a été déemontré que chez les
personnes infectées par le VIH et sous traitement ARV, les phénotypes de monocytes exprimant
CD14"**CD16" étaient plus sensibles a l'infection par le VIH-1 avec production virale et
hébergeaient plus le VIH-1 comparé a la majorité des monocytes sanguins qui sont
CD14™*CD16" (Ancuta et al. 2000 ; Thieblemont et al. 1995). Chez les sujets sains, les
monocytes CD14""CD16" représentent 10% des monocytes circulants (Ellery et al. 2007). Les
cellules CD14"CD16"" chez les patients infectés par le VIH produisent de fagon constitutive
des cytokines pro-inflammatoires (Thieblemont et al. 1995). Les monocytes CD14°CD16"*
expriment fortement la molécule CD1a qui est exprimée uniquement a la surface des cellules
dendritiques immatures. Les molécules co-stimulatrices (CD40, CD86) et HLA- DR sont
fortement exprimées sur les CD immatures et également sur les monocytes de CD14"CD16™".
En résumé, les monocytes CD14"CD16™" partagent I’expression de plusieurs marqueurs avec
les CD immatures (Ancuta et al. 2000). Cependant, le rdle physiopathologique de la sous-

population CD14*CD16"* des monocytes reste flou.
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La présence de monocytes CD14*CD16"* circulants semble étre corrélée a un risque
accru de développer une encéphalopathie a VIH. 1l a donc été suggéré que les monocytes
CD14*CD16™" pouvaient pénétrer de préférence dans le cerveau et exposer les cellules neurales
a des facteurs toxiques (Thieblemont et al. 1995). Par ailleurs, chez les sujets infectés par le
VIH-1 I’augmentation de la sous-population CD14"*CD16" des monocytes est associée a une
augmentation du taux intracellulaire de CCL2 (Ansari et al. 2013). Le CCL-2 est une
chimiokine pro-inflammatoire tres importante, produite pendant I'infection par le VIH-1 ; elle
est I'un des principaux facteurs responsables de I'inflammation chronique et des lésions
tissulaires chez les patients infectés par le VIH (Abdul W. Ansari et al. 2011). L’existence d’une
corrélation positive entre l'encéphalite a VIH-1 et le taux de CCL2 dans le liquide
céphalorachidien des patients infectés a été rapportée (Cinque et al. 1998). En outre, le rdle du
CCL-2 a été démontré dans I'évolution de la réplication du VIH-1 dans les PBMC isolées de
patients (Vicenzi et al. 2000).

Les macrophages dérivés des monocytes présentent deux types de polarisation selon le
microenvironnement, point trés important dans la pathogénése du VIH-1. Il existe des états
d’activation classique ou d’activation de fagon alternative ; ces différent états jouent un role
important dans la réponse immunitaire contre les agents infectieux tel que le VIH (Mills et al.
2014 ; Xuan et al. 2015 ; Cassol et al. 2010 ; Herbein et al. 2010 ; Italiani et al. 2014).

L’activation classique des macrophages est caractérisée par la production d’une quantité
tres élevee de cytokines de la voie Thl (IFN-y, IL-2, IL-12), de cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-18) et de chimiokines (CCL3, CCL4, CCL5) qui bloquent I’entrée d’un
nouveau virus dans la cellule pour éviter la surinfection des macrophages déja infectés et
agissent sur la production virale (Herbein et al. 2010). Pendant la phase initiale de 1’infection,
on note une prédominance de macrophages activés producteurs de cytokines inflammatoires ;
ces macrophages causent des lésions tissulaires dans les ganglions lymphatiques qui sont
associées a I'apoptose des cellules T (Herbein et al. 2008). Cependant, plus tard dans 1’évolution
de I’infection virale, on observe un passage vers des macrophages activés de maniére alternative
produisant des cytokines anti-inflammatoires telles que TGF-B et IL-10 en grande quantité
(Xuan et al. 2015) et une production plus importante d'IL-4 et d'IL- 13.
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c. Les cellules Natural Killer (NK)

Elles occupent une place de choix dans la réponse immunitaire innée. Elles sont
capables de reconnaitre les signaux génériques de stress, de transformation ou d'infection avec
une mise en place tres rapide de leurs fonctions effectrices. Les cellules NK sont les effecteurs
antiviraux cruciaux et leur déficit naturel (génétique) exceptionnel est associé a une
susceptibilité accrue aux infections virales (Grabar et al. 2009 ; Biron et al. 1989 ; Fleisher et
al. 1982). Elles étendent leur surveillance a tout I’organisme, a la recherche de cellules du soi
transformées (cellules tumorales) ou infectées qu’elles peuvent détecter en l'absence de
specificité antigénique (Pahl et al. 2017 ; Waggoner et al. 2016 ; Caligiuri et al. 2008 ; Lugli et
al. 2014). Ces cellules sont dotées de fonctions immuno- modulatrices qui régulent et relient
les réponses immunitaires innées et adaptatives par la sécrétion de chimiokines/cytokines et par
des interactions synergiques impactant la maturation et la fonction des cellules CPA (Moretta
et al. 2005 ; Vivier et al. 2011 ; Mattiola et al. 2015).

Les cellules NK représentent 5 a 15 % de tous les lymphocytes circulants et sont divisées
en deux populations distinctes sur la base de I'expression en surface des CD56 et CD16 (Cooper
et al. 2001). La sous-population de cellules NK CD56""9"/CD16" représente environ 5 & 10%
de I'ensemble des NK et exerce d'importantes fonctions de régulation (production de médiateurs
solubles comme l'interféron (IFN)-y, le tumor nécrosis factor (TNF)- o et la mise en place d’une
communication intercellulaire (Figure 8) . En revanche, les cellules NK CD56%™/CD16* qui
représentent environ 90% des cellules NK périphériques, sont principalement des effecteurs
cytotoxiques mais peuvent également produire de 1I’IFN-y aprés activation (Cooper et al. 2001;
De Maria et al. 2011).

Les cellules NK ont été décrites dans différents tissus. Ces cellules NK résidentes des
tissus présentent souvent des caractéristiques phénotypiques qui les distinguent de leurs
homologues en circulation. Ces cellules sont responsables de I’homéostasie dans les organes
lymphoides secondaires (éliminer les cellules défectueuses ou sénescentes) (Ferlazzo et al.
2004 ; Grégoire et al. 2007) et dans d’autres organes non lymphoides comme la peau, l'intestin,
le foie, les poumons et I'utérus (Carrega et al. 2012 ; Hudspeth et al. 2016).

Les fonctions effectrices des cellules NK sont contrdlées par une grande famille de
récepteurs de cellules NK, dont I'engagement est réglé par un équilibre dynamique entre

signaux inhibiteurs et signaux activateurs (Lanier et al. 2008; Moretta et al. 2002). En effet, les
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cellules autologues sont normalement épargnées de la destruction des cellules NK grace a
I'engagement de récepteurs inhibiteurs, comme les KIR-L ou NKG2A qui reconnaissent
certaines molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe | (CMH-I) (Long et al.
2013 ; Moretta et al. 2002). Inversement les récepteurs activateurs, comme les NCR (NKp30,
NKp46 et NKp44, NKG2D ou NKG2C) vont reconnaitre des molécules de stress présentes sur
les cellules infectées ou tumorales (Long et al. 2013 ; Moretta et al. 2002). Dans le cas du VIH,
I’interaction entre certaines molécules du CMH et les récepteurs KIR correspondants serait
associéee a une diminution de la progression de la maladie (Figure 8) (Martin et al. 2002; 2007)
et/ou a la protection contre la développement de la maladie (Boulet et al. 2008a ; 2008b). Parmi
les hypotheses pour expliquer ces effets, une interaction directe des KIR avec les motifs
peptidiques dérivés du VIH-1 présentés sur les molécules CMH pourrait étre envisagée (Alter,
Heckerman, et al. 2011).
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Figure 8 : Role des cellules NK pendant I'infection par le VIH-1 (FI6rez-Alvarez et al. 2018).

Une meilleure compréhension de la biologie des NK pourrait permettre de relever
plusieurs defis actuels liés au VIH, tels que : la mise au point d’un vaccin efficace, le controle
de I'inflammation résiduelle chez les sujets traités et de nouvelles stratégies d'éradication ou de
gueérison (Scully et al. 2016). La revue de la littérature sur la mise en place d’une vaccin anti-
VIH a mis en évidence l'importance cruciale de la cytotoxicité cellulaire dépendante des

anticorps (ADCC) (Figures 9 et 10), dont la médiation est principalement assurée via les
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cellules NK, par l'intermédiaire d'anticorps non neutralisants, comme voie de réponse pour les

vaccins protecteurs (Haynes et al. 2012). De nombreux efforts sont mis en place pour

I’amélioration de la qualité des anticorps en vue de maximiser la fonction des NK dans la

prévention liée a la vaccination (Horowitz et al. 2013).
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1-2. Immunité adaptative et lymphocytes T

La mise en place d’un réseau de cellules ayant des récepteurs de surface capables de
reconnaitre spécifiquement un antigéne, ayant une mémoire et une durée de vie tres longue est
I’un des socles du systeme immunitaire adaptatif (Figure 13) (Farber et al. 2014 ; Ahmed et al.
1996). Les cellules du systéeme immunitaire circulent continuellement dans les tissus, elles
établissent également des populations de cellules T mémoire résidantes (TRM) dans les tissus
qui réagissent en premier lieu contre les agents pathogénes (Figure 13) (Fan et al. 2016). La
recirculation des lymphocytes T est un processus dynamique régulé pendant toutes les phases
de la réponse immunitaire et crucial dans la lutte contre les agents pathogénes ou les cellules
modifiées (Zhang et al. 2015).

Le thymus est un organe retro sternal ; il fait partie des organes lymphoides primaires
avec la moelle osseuse, chargés de la production, maturation et différenciation des cellules du
systeme immunitaire. Le thymus se développe de la naissance jusqu'a I'age de 2-3 ans, atteint
son poids maximal (30-40g) a la puberté puis régresse progressivement a 1’age adulte
(Bredenkamp et al. 2014). Il joue un réle important dans la mise en place du systeme
immunitaire chez I’enfant en assurant la maturation des lymphocytes T encore appelés
thymocytes. Sur le plan histologique c’est un organe lymphoide épithélial constitué de 2 lobules
entourés de membranes conjonctives, chaque lobule comprend une partie sombre appelée le
cortex et une partie claire appelée la médulla entre lesquelles se situe la jonction
cortico- médullaire servant de porte d’entrée aux précurseurs des thymocytes venant de la
moelle osseuse (Figure 11) (Thapa et al. 2019). Les précurseurs d’origine médullaire acquiérent
d’abord la capacité de co-exprimer le TCR et les molécules CD4 et CD8 (Figure 12). Plus de
95% de ces thymocytes immatures sont détruits par apoptose lors de leur maturation. Le signal
de déclenchement est la reconnaissance par le TCR des auto-antigénes présentés par les CPA
via le CMH, résultant en d’abord de la sélection positive puis de la sélection négative des
lymphocytes (Galy et al. 1993). Puis survient une sélection positive, lors de la sélection clonale
ou seules les cellules qui reconnaissent I'antigéne sont activées. Le résultat de cette activation
est une proliferation des lymphocytes T par mitose et une augmentation des lymphocytes T
matures qui ont la capacité de reconnaitre les antigénes du non soi. Gréce a cette capacité, les
lymphocytes T peuvent maintenir I'noméostasie. Apres ces selections positive puis négative les
lymphocytes T matures migrent vers les organes lymphoides secondaires ; les T matures naifs

vont circuler en permanence entre ces organes et la périphérie.

36



Il a été démontré que le thymus est un site précoce d'infection a VIH-1 (Mano et al.
1991 ; McCune et al. 1998 ; Nunes-Cabaco et al. 2015). En effet dans le thymus, la molécule
CD4 est exprimée non seulement sur les cellules T matures (CD3*CD4*CD8) mais aussi sur
les thymocytes en cour de différenciation (CD3”* CD4*CD8") et les progéniteurs intra-
thymiques (ITTP, CD3'CD4*CD8") (Kraft et al. 1993; Galy et al. 1993). Bien qu'ils n‘aient pas
été bien étudiés pendant I'infection par le VIH-1, les organes thymiques des feetus et des enfants
infectés par le VIH-1 présentent des lésions parenchymateuses profondes (Davis et al. 1984;
Hahn et al. 1984; Joshi et al. 1985; Papiernik et al. 1992; Pekovic et al. 1987; Schuurman et al.
1989). Les cellules progénitrices T du thymus sont infectées par le VIH-1, ce qui entraine leur
déplétion ou leur dysfonctionnement et donc une déplétion des thymocytes (Su et al. 1995;
Schnittman et al. 1990; Schneider et al. 2017). La progression vers le stade SIDA est accélérée
chez les nourrissons dont les fonctions thymiques sont anormales et le systeme immunitaire
immature (Kourtis et al. 1996). Grace aux techniques d'imagerie, on sait que la masse thymique
est corrélée a la production de cellules T naives chez les patients seropositifs pendant le
traitement ARV (Smith et al. 2000; McCune et al. 1998). Enfin, la progression de l'infection et
la destruction du thymus sont des phénomenes caractéristiques d'autres maladies liées aux

lentivirus (chez les macaques rhésus et les chats) (Beebe et al. 1994; Lackner et al. 1994).

Figure 11 : Structure du thymus (Berrih-Aknin et al. 1999).
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Figure 12 : Expression et structure protéique des TCR associés aux corécepteurs (Glatzova et
al. 2019).

i. Lescellules T Naives (TN)

Les lymphocytes matures dotés d’un TCR off migrent dans les organes lymphoides
secondaires ou dans le sang périphérique apres leur passage dans le thymus (Surh et al. 2008;
Takada et al. 2009) et suivent des étapes de maturation périphérique : les cellules T CD4*
mémoire dérivent des TN. Les TN ont un niveau trés élevé du marqueur de co-stimulation
CD27 en plus des marqueurs lymphoides CD62L et CCR7 (Cieri et al. 2013; Hinrichs et al.
2011; Casati et al. 2013; Xu et al. 2014).

Les lymphocytes T matures naifs au repos ont un phénotype cellulaire caractérisé par
un taux élevé de récepteurs d'origine ganglionnaire (CD62L et CCR7). Ces cellules sont
maintenues en vie par le contact du TCR avec des ligands (peptides du soi associes au CMH)
et sous I’influence de la cytokine majeure de I’homéostasie lymphoide, I’IL-7 (Surh et al. 2008;
Takada et al. 2009). Au niveau thymique, I’interaction entre le TCR de la cellule naive et le
peptide sous I’influence de I’IL-7 favorise la viabilité cellulaire avec 1’expression des molécules
de survie telles que le Bcl-2. Lors de la sélection positive au niveau thymique, on note une forte
expression de CD69, un marqueur d'activation, sur les cellules naives au repos, alors que les
lymphocytes T extra-thymiques matures n'expriment pas ce marqueur a moins d'étre activés par
I'antigene (Starr et al. 2003).

Lorsque les TN entrent en contact avec l'antigéne dans les organes lymphoides
secondaires, pendant la réponse immunitaire, une petite proportion des cellules répondeuses

survie pour former les lymphocytes T mémoire spécifiques de I'antigéne (Figure 14) (Cui et al.
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2010). Certaines expriment fortement CD62L et CCR7 (cellules T centrale mémoire) et d'autres

expriment faiblement CD62L et CCR7 (cellules T effecteur mémoire).

Ces lymphocytes T de phénotype mémoire représentent 10 a 20 % des lymphocytes T
chez les jeunes souris, mais augmentent a des niveaux élevés chez le sujet agé (Sprent et al.
2011).

Nous decrirons plus loin leur infectivité par le VIH (Page 41).
ii. Lescellules TSCM (stem cell-like memory T, cellule souche mémoire T)

Les TSCM sont une sous-population de cellules mémoire auto-régénérantes récemment
identifiées qui donnent naissance a des cellules T effectrices et a d'autres populations de cellules
mémoire (Gattinoni et al. 2011; 2017 ; Zhang et al. 2005 ; Lugli et al. 2013) ; ce sont des
lymphocytes T mémoire au stade précoce de différenciation (Gattinoni et al. 2011; Lugli et al.
2013), avec des caracteéristiques semblables a celles des cellules souches : capacité d’auto
renouvellement et de production de cellules plus différenciées a partir de la stimulation
antigénique (Stemberger et al. 2009).

Elles constituent une petite proportion du sous-ensemble des cellules T mémoire,
environ 2-4% du total des cellules T CD4" et CD8" dans le sang (Gattinoni et al. 2011; Lugli et
al. 2013).

Les cellules TSCM partagent des caractéristiques phénotypiques communes avec les
lymphocytes T naifs car elles sont CD45RA*, CD45R0O", CCR7" et CD27"; cependant, elles
peuvent étre distinguées des lymphocytes T naifs par une forte expression de CD95 et CD122
(IL-2RP) (Gattinoni et al. 2011; Buzon et al. 2014; Flynn et al. 2014) ; elles expriment
également une molécule anti apoptotique (CD95=Fas), un récepteur de chimiokine (CXCR3,
CXCR4), un antigene-1 associe a la fonction lymphocytaire (LFA-1) et moins de CD38 et

CD31 comparativement aux cellules naives (Gattinoni et al. 2011).

Les TSCM ont été décrites comme étant le stade de développement le plus precoce et le
plus durable des cellules T mémoire (Gattinoni et al. 2011) et présentant un profil de genes et
un profil d’activation entre les cellules naives et centrales mémoire (Gattinoni et al. 2011; Lugli
et al. 2013).
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iii. Lymphocytes T CD4* mémoire
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i I |
| Lymphoid tissues ‘ | Peripheral tissues ‘
Naive T cell Tsem cell Tem cell Tll Teq cell

Antigen exposure

Figure 13 : Schéma de différentiation des sous-populations des cellules mémoire (Farber et al.
2014)

a. Les cellules T centrale mémoire (TCM)

Les TCM sont des cellules ayant une demi-vie relativement longue (6 mois - 1 an) et
représentant le compartiment cellulaire primaire responsable de la mémoire immunologique a
long terme (Sallusto et al. 1999 ; 2004) ; elles sont CD45RA CCR7* (Figure 15). Comme les
lymphocytes TN, elles circulent en permanence entre les organes lymphoides secondaires et la
péripheérie. Ces cellules subissent une expansion clonale rapide dans les organes lymphoides
secondaires lorsque leurs TCR reconnaissent les antigénes a la surface des CPA et se
différencient par la suite en cellules effectrices (Schenkel et al. 2014). A ce stade, elles perdent
leurs récepteurs de migration ganglionnaire (CD62L et CCR7) et migrent vers les tissus
périphériques non lymphoides ou les cellules changent sous I’influence de cytokines en cellules

effectrices ou de la cytolyse des cellules hétes infectées (Schenkel et al 2014 ; Fan et al. 2016;

)-

Les lymphocytes TCM sont capables de se différencier en lymphocytes TTM
(transitionnelle mémoire) et TEM (effecteur mémoire) a durée de vie plus courte apres
stimulation antigénique (Gattinoni et al. 2013; Fritsch et al. 2005; Sallusto et al. 2004). Ils se
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maintiennent en vie ou proliférent indépendamment de 1’antigéne sous I’influence de cytokines

homéostatiques (IL-7 et IL-15) (Chomont et al. 2009 ; Geginat et al.2001).

b. Les cellules T transitionnelle mémoire (TTM)

Selon la théorie du systéeme hiérarchique des cellules mémoire, il existe des cellules en
transition entre 1’étape de cellules naives et/ou TCM vers les cellules TEM qui se caractérisent
par le maintien de la capacité a répondre aux cytokines homeostatiques, aux récepteurs de
homing (résidence) tissulaire, aux molécules anti-apoptotiques mais aussi d’acquérir la fonction
effectrice, tout en perdant I'expression des récepteurs de homing ganglionnaire (CCR7 et

CD62L) et la capacité de prolifération et de production d’IL-2 (Lanzavecchia et al. 2005).

Les cellules TTM peuvent étre distinguées des autres sous-populations de cellules TEM
par l'utilisation supplémentaire de I'expression du récepteur de surface CD27 (Figure 15)
(Chomont et al. 2009). Elles ont été décrites comme ayant des caractéristiques fonctionnelles
et transcriptionnelles intermédiaires entre les cellules TCM et TEM (Riou et al. 2007), avec une
capacité proliférative conservée mais une plus grande capacité a produire des cytokines
effectrices.

c. Lescellules T effectrice mémoire (TEM)

Les TEM sont issues de 1’activation antigénique puissante soit de TN, soit de TCM soit
de TTM. Ces cellules n’expriment pas de CD45RA, de CD62L ni de CCR7 (Figure 15). Elles
se localisent dans les tissus ayant une propriété effectrice ; elles représentent aussi le
compartiment des cellules ayant rencontré I’antigéne. Elles expriment également différents
récepteurs de chimiokines tels que CXCR3 qui permet au TEM et au TEMRA d'accéder aux
tissus périphériques inflammatoires. Les TEM humaines, et les TEMRA en particulier, sont
plus différenciés en termes de fonction effectrice par rapport aux TCM. Elles migrent
directement dans les tissus inflammatoires et se caractérisent par une réponse rapide apres
interaction avec l'antigéne (Sallusto et al. 1999 ; 2004). Les TEM perdent leur capacité de
sécrétion d'IL-2 et donc leur capacité d'auto-renouvellement. Cependant on ne sait pas encore
si la perte de la capacité de sécrétion d'IL-2 n'est qu'une simple conséquence de I’interaction
avec un antigéne ou si elle est la cause sous-jacente d'une réplication virale incontrélée dans le
cas de I’infection VIH (Potter et al. 2007). Les TEM ont une sécrétion accrue de cytokines
effectrices, dont I’interféron-y (IFN-vy) et I’IL-4 (Sallusto et al. 1999 ; 2004).

41



d. Les cellules T effectrice mémoire ré-exprimant CD45RA (TEMRA)

A la différence des cellules naives elles sont CCR7" et sont caractérisées par une
diminution de I’expression du CD27 et CD28 mais une augmentation de 1’expression du CD57
et des molécules effectrices telles que la perforine et le granzyme B. Elles semblent étre au
stade terminal de différenciation avec une incapacité a produire de I’'TL-2 (Larbi et al. 2014;
Weiskopf et al. 2015; Harari et al. 2004). Elles ont une faible capacité proliférative et expriment
certains marqueurs de sénescence (Mahnke et al. 2013). Leur demi-vie est généralement

estimée a 1 & 2 semaines.

Cette sous-population est beaucoup plus étudiée dans le compartiment CD8, cependant
sa fréquence varie d’un individu a un autre, en lien avec les contacts antigéniques et infectieux
(Burel et al. 2017). Cependant le réle des cellules T CD4" TEMRA n’est pas bien établi (Tian
et al. 2017).

Figure 14 : Différentiation des TN aprés rencontre avec 1’antigéne via la CPA (Agosto et al.
2018).

e. Lescellules T résidentes mémoire (TRM)

Les TRM sont divisées en cellules centrale mémoire (TCM) et effectrices mémoire
(TEM) dans la circulation ou en périphérie (Figure 13) (Schenkel et al. 2014). Les cellules
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mémoire résidentes sont essentiellement dans les tissus et prédominent au sein des muqueuses ;

elles sont caractérisées par I’expression du CD69" (Neuenhahn et al. 2013).

Bone marrow

Integrin a2

CCR9
Integrin a4p7

CD45RA + -
CCR7
CD69 = =
CD103 - -
IL-2 +++ +++ ++ +/— +/—
IFNy + ++ +++ +++ +++

TNF i ++ +++ +++ +++

Figure 15 : Schéma de I'nétérogénéité des cellules T mémoire dans le sang et les tissus
périphériques (Farber et al. 2014).

2. Infection et deplétion des cellules T CD4 au cours de ’infection VIH

Le VIH-1 infecte principalement les lymphocytes T CD4" et les macrophages. Une
interaction initiale entre la gp120 et le récepteur de surface CD4 induit la formation d'une liaison

entre les domaines interne et externe du monomeére gpl120, exposant le site de liaison d'une
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deuxiéme molécule de surface de la cellule cible, par exemples le récepteur de chimiokine
CCR5 (Chen et al. 2005; Rizzuto et al. 1998; Kwong et al. 1998). L'engagement du corécepteur
conduit a l'insertion du peptide de fusion situé a I'extrémité N-terminale de la gp4l et la
membrane cellulaire, qui a son tour déclenche des réarrangements entre les séquences répétees
de portion N- et C-terminales de la gp41, entrainant la formation d'une structure en épingle a
cheveux a six hélices, induisant la fusion des membranes du virus et de la cellule héte (Figure
16) (Buzon et al. 2010; Weissenhorn et al. 1997; Chan et al. 1997).
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Figure 16 : Schéma d’interaction entre le récepteur CD4 et les corécepteurs (Soliman et al.
2017).

L'infection du thymus par le VIH et la diminution de la production thymique qui en
résulte, ainsi que leur conversion accélérée en cellules mémoire du fait de la mortalité
importante de ces derniéres, contribueraient a la perte graduelle des cellules T naives dans
I'infection a VIH, alors que ces cellules T CD4" naives sont trés faiblement infectées

elles- méme.

Le déclin des lymphocytes T CD4" dans la circulation périphérique est I’une des
caractéristiques de la progression de I’infection par VIH-1 (McCune et al. 2001). L'analyse des
changements phénotypiques des lymphocytes T au cours de la progression de la maladie
indique que le nombre de lymphocytes T naifs (CD4" et CD8") est trés réduit, ce qui suggeére
une altération de la restauration des cellules T matures (Roederer et al. 1995). Par ailleurs,
I’incapacité par 1’organisme a maintenir I'noméostasie des lymphocytes T a été corrélée a

I'apparition du SIDA (Margolick et al. 1995). La suppression de la réplication du VIH-1 par
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I’administration d’ARV entraine une restauration du nombre de lymphocytes T CD4" naifs
(Douek et al. 1998).

L'infection par le VIH-2 a été associée a une longue période asymptomatique, une
charge virale plasmatique plus faible, une diminution plus lente du nombre de lymphocytes T
CD4" (de Silva et al. 2008; Campbell-Yesufu et al. 2011; Nyamweya et al. 2013). Seulement
une minorité de sujets infectés VIH-2 progressent vers le stade SIDA (Berry et al. 2002;
Ariyoshi et al. 2000), la majorité des sujets VIH-2" sont des Long Term Non progressors (Salwe

et al. 2019) avec une charge virale indétectable (Berry et al. 2002).

Les niveaux d'ADN proviral dans les cellules T CD4" du sang périphérique sont
équivalents a ceux trouvés chez les individus infectés par le VIH-1 au méme stade de la maladie
(Ariyoshi et al. 2000). Les sujets infectés par VIH-2 contrdlent leurs réplications virales a
travers une réponses immunitaires qui limite le déclin des lymphocytes T CD4" (Whittle et al.
1998). La réponse polyfonctionnelle des lymphocytes T CD4" mémoire spécifique au VIH est
bien conservée et caractéristique de l'infection par le VIH-2 (Duvall et al. 2006; 2008). La
réponse immunitaire des lymphocytes T CD8" spécifiques au VIH-2 est bien présente (Gotch
et al. 1993; Bertoletti et al. 1998), cependant, il n’y a pas de différence dans les réponses
spécifiques comparées VIH-1 en terme de : production d'IFN-g (Gillespie et al. 2005; Jaye et
al. 2004; Zheng et al. 2004), capacité de prolifération (Duvall et al. 2006) ou cytotoxicité (Jaye
et al. 2004), ce qui suggére que la réponse immunitaire adaptative spécifique au VIH-2 ne serait
pas la seule caractéristique contribuant a un meilleur contréle viral et a de meilleurs résultats

cliniques.

La répartition des cellules T CD4" est identique chez les sujets infectés par le VIH-1 et
les VIH-2 comparée aux donneurs sains, cependant on observe une augmentation significative
des lymphocytes T CD4" régulateurs (Treg) et des effecteurs mémoires avec une diminution
des TN et TCM. La valeur absolue des lymphocytes Treg CD4" et TEM est négativement
corrélée avec la progression de la maladie chez les sujets infectées (VIH-1 et 2) et sous
traitement antirétroviral. L’activation associée aux cellules T CD4" et T CD8" est plus faible

chez sujets infectés par le VIH-2 comparée aux VIH-1* (Salwe et al. 2019).
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Récepteur, Corécepteurs et Facteurs de restriction du VIH

Le VIH utilise le CD4 en combinaison avec un récepteur de chimiokine pour pénétrer

dans les cellules cibles.
1. Récepteur d’entrée

CD4 : La molécule CD4 est une glycoprotéine membranaire exprimée principalement
a la surface des lymphocytes T auxiliaires dont le TCR reconnait 1'antigéne présenté par la CPA

via le CMH de classe I1.

Cette glycoprotéine monomorphe a un poids moléculaire de 55000 kD , est constituée
d'une partie extracellulaire (370 acides aminés), d'une région transmembranaire (25 acides
aminés) et d'un domaine intra-cytoplasmique (38 acides aminés) (Maddon et al. 1985). En outre
la molécule CD4, chez I'hnomme, représente le principal récepteur cellulaire pour le VIH, lequel

se lie a la molécule CD4 par l'intermédiaire de sa gp120 (Klatzmann et al. 1984).
2. Corécepteurs

Plus de 40 chimiokines (Tableau 1) ont été identifiées et sont classées en familles et
sous-familles en fonction de I’emplacement des deux premiers résidus cystéine amino-
terminaux C, CC, CXC et CX3C (Mandai et al. 2013). Les premiers récepteurs de chimiokines
reconnus comme étant des corécepteurs du VIH sont le CCR5 et le CXCR4 (Figure 17) (H.
Deng et al. 1996; Feng et al. 1996; Dragic et al. 1996). Depuis lors, les capacités de nombreuses
familles de récepteurs de chimiokines a permettre la pénétration du VIH in vitro ont été
étudiées, par exemple : les CCR1 a CCR8, CXCR6 (BONZO), GPR15 (BOB), GPR1, APJ,
CX3CR1 (V28), CXCR5 et RDC1 (Choe et al. 1998; 1996; Combadiere et al. 1998; Doranz et
al. 1996; Farzan et al. 1997; Kanbe et al. 1999; Liao et al. 1997; Rucker et al. 1997; Shimizu et
al. 2000).
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Tableau 1 : Classification des cytokines suivant les caracteres biochimiques et structuraux

Famille Caractéristique Cytokines Reécepteurs
] s IL-2,3,4,5,6,7,9, ] .
?ﬁ?l?itr?epso(ljeetltneseolu 4 hélices o 11,12, 13, 15, 21 tRe((:aelpteurs de cytokines de
yp 23, 27, GM-CSF, yp
Interférons ou Dimeriques IFN-a, B,... IL-10.. Récepteurs de cytokines de
cytokines de type Il | 4 hélices a ...29 type Il
Famille du TNF Trimériques ;’)NF-a, LTo (TNF- | peR
Famille de I’IL1 12 feuillets p IL-a, IL-16, 1L-18, 1y 4
IL-1ra
Chimiokines o CC CCL1al6 CCR
Chimiokines CXC CXCLla27 CXCR

- Le CCR5 (C-C chimiokine de type5) est le récepteur de chimiokine de type 5 aussi
appelé CD195. Chez I’homme, le gene de cette protéine se situe sur le chromosome 3, on peut
noter une mutation de ce géne chez certaines personnes connue sous le nom de mutation delta
32 (CCR5 A 32) (Rottman et al. 1997). Les sujets porteurs de la mutation CCR5 A 32 sont

naturellement résistants a I’infection par le VIH (Dragic et al. 1996).

L’utilisation du CCRS5 par le virus se fait surtout pendant la phase précoce de I’infection
par le VIH ; il s’agit d’un récepteur transmembranaire. Le SIV utilise plus fréqguemment le
CCR5 par rapport au CXCR4 (Samson et al. 1996 ; Huang et al. 1996). Le CCR5 a été
longtemps considéré comme le seul récepteur d’entrée du SIV dans la cellule cible in vivo. Il y
a quelques anneées, une découverte cruciale a permis de noter que 1’expression du CCR5 était
extrémement faible a la surface des cellules TCD4 des primates SM et AGM, contrairement
aux macaques Rhesus et aux humains qui expriment des niveaux de CCR5 plutbt élevés
(Pandrea et al. 2007). Une diminution d’expression ou une anomalie de ce corécepteur
protégerait les cellules cibles contre I’infection (Cartwright et al. 2014; Paiardini et al. 2011;
Pandrea et al. 2007). Cependant on ne savait pas encore que 1’on pouvait retrouver des charges
virales tres élevées chez des individus exprimant faiblement le CCR5 a la surface des
lymphocytes TCD4" (Wetzel et al. 2017). Une mutation du géne du CCR5 chez le RCM
entraine une infection des cellules cibles par le SIV via le CXCR6 et le CCR2B mais pas le
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CCR5 (Zhiwei Chen, Kwon, et al. 1998; Beer et al. 2001). Cette méme mutation n’a aucune

conséquence sur I’infection chez le Sooty mangabey (charge virale toujours élevée) (Riddick
et al. 2010).

- Le CXCR4 ou CD184 est un récepteur de chimiokine qui intervient dans diverses
fonctions vitales. 1l est le ligand membranaire de la protéine CXCL12 (Oberlin et al. 1996) et
intervient dans la mobilisation et la domiciliation des cellules progénitrices des organes
lymphoides primaires vers la périphérie (Doring et al. 2017). Le CXCR4 permet ’entrée du
VIH dans les cellules cibles en association avec la molécule CD4 (Desjardins et al. 2007).
L’utilisation du CXCR4 est parfois observée tard dans l'infection et plus rarement pour le SIV
(Connor et al. 1997; Scarlatti et al. 1997; Z. Chen et al. 1997 ; 1998).

BINDING OF HIV-1 TO HOST CORECEPTORS

F-Actin

Figure 17 : Principaux récepteurs d’entrée du VIH. (Paoletti et al. 2019)

Les formes fréquemment transmises de VIH-1 sont celles a tropisme R5 qui utilisent le
récepteur de chimiokine CCR5 pour entrer dans les cellules mémoire au repos qui expriment
des niveaux suffisants de CCR5 pour supporter I'infection (Theodore Pierson et al. 2000). Les
virus R5 pénétrent peu ou pas dans les cellules T CD4 * naives qui expriment peu de CCR5
(Pierson et al. 2000; Mo et al. 1998; Blaak et al. 2000). Les virus a tropisme X4 peuvent pénétrer
dans les cellules T CD4" au repos, qu’elles soient naives ou mémoire, en raison d’une large

expression de ce corécepteur (Pierson et al. 2000; Mo et al. 1998; Chun et al. 1997).
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Le CXCRG6 est le récepteur de chimiokine de type 6, aussi appelé CD186 ; il a éeté
identifié comme récepteur alternatif d’entrée du VIH et du SIV (Deng et al. 1997). Chez
I’homme, le CXCRG6 est exprimé par les T effecteurs mémoire (Unutmaz et al. 2000; Kim et al.
2001), les cellules NK, les cellules NKT (Kim et al. 2002) mais aussi les plasmocytes
(Nakayama et al. 2003). Le CXCR®6 est un corécepteur robuste servant de voie d’entrée efficace
chez les Sooty Mangabey pour le SIV ex vivo (Elliott et al. 2012) mais aussi in vivo (Wetzel et
al. 2017; Riddick et al. 2015). L'utilisation du CXCR6, au lieu du CCR5, semble étre une
caractéristique courante des interactions virus/hotes dans les infections impliquant de multiples
hotes naturels chez lesquels I'expression du CCR5 est faible ou dans certains cas absente
(génétique). En outre, il a été réecemment démontré que I'utilisation du CXCRG6 caractérise les
lentivirus non pathogenes (Wetzel et al. 2018) et qu’elle est liée a la position 326 sur la boucle
V3 associée a la gpl105. Il est intéressant de noter que les 259 séquences de la gp105 du VIH-2
ont été retrouvées chez les sujets dans la cohorte ANRS-VIH-2 comparées aux genes de

référence. (C Charpentier et F Brun-Vezinet, communication personnelle).

3. Facteurs de restriction et de transcription

Aprés avoir infecté une cellule, un virus se reproduit en utilisant la machinerie de la
cellule héte pour produire de nouveaux virus, qui se propagent ensuite aux autres cellules.
Cependant, les cellules ont développé des facteurs internes d’immunité intrinseque de lutte
contre ces infections. Par exemple, chez les mammiferes, de nombreuses cellules contiennent
des protéines appelées facteurs de restriction qui empéchent le virus de se multiplier et bloquent

ainsi la progression de I’infection par le VIH tels que (Figure 18) :

- SAMHDL1 (SAM [stérile alpha motif] Domain and HD domain-containing protein 1)
a été découvert a l'origine dans des cellules dendritiques humaines en tant qu'homologue d'une
protéine induite par I'lFN-y de souris (DCIP) (Dragin et al. 2013 ; Li et al. 2000). Il a été
récemment identifi¢ comme un facteur de 1’hote qui limite la réplication du VIH-1 dans les
cellules dendritiques et myéloides, et plus récemment dans les cellules lymphoides (Hrecka et
al. 2011; Laguette et al. 2011). Le domaine HD de SAMHD1 possede des activités de
nucléotidase et de phosphodiestérase. Ces caractéristiques sont requises pour la restriction
(Hrecka et al. 2011; Manel et al. 2010; Zimmerman et al. 2008). Le VIH-2 et le SIV codent

pour la protéine accessoire Vpx, absente du VIH-1, qui posséde quant a elle la faculté d’induire
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la dégradation de SAMHD-1 et donc est un antagoniste de celui-ci. Ainsi, la fonction antivirale
de SAMHDI s’active en recrutant SAMHDL liant la protéine E3 dans le complexe d'ubiquitine
ligase CRLADCAF1. Ce recrutement entraine une dégradation tres spécifiqgue du SAMHD1, lié
au protéasome, par laquelle Vpx entraine la restriction induite par SAMHDL1 lors de la
réplication virale dans les cellules myéloides (Laguette et al. 2011; Hrecka et al. 2011; Ahn et
al. 2012; W. Wei et al. 2012). Les domaines du motif alpha stérile sont responsables de
I'interaction protéine-protéine et pourraient servir de médiateurs a la liaison de I'ARN. Le
domaine HD hébergerait une activité phosphohydrolase (Rice et al. 2009). Une activité
enzymatique de désoxynucléotide triphosphohydrolase régulée par dGTP a été la premiere
activité enzymatique de SAMHDL1 a étre décrite apres avoir eté définie comme facteur inné et
limitant de I’infection par le VIH-1 (Powell et al. 2011; Goldstone et al. 2011). Son mode
d’action consiste a convertir les désoxynucléosides triphosphates en composés
désoxynucléoside et triphosphate inorganique par leur activité dNTPase apres stimulation par
le dGTP11. Ces données suggerent que SAMHDI1 peut interagir directement avec I’ADN ou
I’ARN viral (Goncalves et al. 2012; Beloglazova et al. 2013).

En outre, SAMHDL limite la réplication du VIH-1 par une activité de ribonucléase
interférant avec les étapes précoces de la transcription inverse du VIH-1 (Ryoo et al. 2014). Par
ailleurs, SAMHD1 dégraderait directement I'ARN du VIH-1 dans les monocytes, les
macrophages et les lymphocytes T CD4* (Ryoo et al. 2014). De plus, SAMHD1 a une action
spécifiquement limitée au rétrovirus du fait de son activité RNase mais cette action ne s’étend
pas aux virus a ARN dépourvus de transcriptase inverse (Choi et al. 2015). Tous ces résultats
démontrent que l'activité de ribonucléase de SAMHD1 pourrait étre requise pour la restriction
du VIH-1.

Il est egalement intéressant de noter que de nombreux SIV de primates codant pour Vpx
présentent une faible pathogénicité chez leurs hotes naturels (Yu et al. 1988; Shingai et al. 2015;
Li et al. 2015). La VVpx pourrait jouer un role clé dans la diminution de pathogénicité du VIH- 2
chez I'hnomme. Cette protéine Vpx est antagoniste de la fonction de SAMHDL1 au cours de
I’infection par VIH-2, et pourrait réduire le niveau d’infection, la détection de I’ADN virale,

I'assemblage d'inflammasome et de pyroptose (Wu et al. 2012; Descours et al. 2012).

De nombreuses études ont montré qu’approximativement 5% des cellules CD4 résidant
dans les amygdales sont suffisamment activés pour produire le VIH-1 et meurent ensuite

d’apoptose. Cependant, les 95% restants des cellules T CD4 dans les amygdales seraient
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quiescents (au repos) et donc réfractaires a une infection productive par le VIH-1 (Doitsh et al.
2010; 2014; Doitsh et Greene 2016). Les cellules CD4+ et CD4- des amygdales expriment des
niveaux élevés de SAMHDL1 qui devraient fonctionner comme des facteurs de restriction.
Inversement dans cette étude sur la déplétion des cellules CD4, le niveau d’infection productive
était inférieur a 10% dans les amygdales. Les taux de SAMHDL1 étaient indétectables dans les
T CD4 des amygdales apres une infection par le VIH-2. En outre SAMHD1 a été facilement
détecté dans des cellules infectées par VIH-2AVpx ou VIH-1. Le VIH-2AVpx qui est
biologiquement actif a la capacité de dégrader SAMHD1 dans les cellules T CD4 des
amygdales infectées de maniere productive. En revanche, la dégradation de SAMHD1 induite
par Vpx n’a aucun impact sur le déficit en lymphocytes T induit par VIH-2. Par ailleurs,
I’augmentation du nombre de cellules infectées par le VIH-2 de maniere productive, présentes
comparé au début des cultures des cellules infectées, complique I’interprétation des résultats
(Luo et al. 2019).

SAMHD1 est exprimé par 19% des lymphocytes non-T, cependant il est exprimé par la
majeure partie des cellules TCD3" ; parmi les cellules CD4 certaines expriment de trés faibles
taux de SAMHDL1 et sont majoritairement retrouvées parmi les cellules mémoire des PBMC de
I’adulte (Ruffin et al. 2015). Les cellules au repos (resting) expriment fortement SAMHDL ce
qui constitue un des facteurs empéchant leur infection par le VIH (Baldauf et al. 2012; Descours
et al. 2012). En effet I’expression de SAMHD1 est progressivement diminuée par la
prolifération des cellules T CD4" pour se stabiliser aprés quatre cycles de division puis s’en suit
une diminution de I’expression de la protéine ; cette diminution d’expression de SAMHD1
implique une augmentation de la sensibilité des cellules a I’infection a VIH-1 et est corrélée
avec une augmentation de 1’antigéne P24 (Ruffin et al. 2015). Le taux de SAMHD1 est plus
faible dans les TTM et TEM des patients VIH-1 comparé aux donneurs sains. Cependant on
note le méme niveau de SAMHD avec une tres faible différence dans les TN et les TCM chez
les sujets VIH-1 positifs et négatifs. Les cellules CD4+ porteuses de faibles niveaux de
SAMHD1 expriment fortement le Ki67, un bon indicateur de division cellulaire. Les cellules
qui expriment de faibles taux de SAMHDL1 présentent des taux plus élevés en PD1, CD38 et
HLA- DR par rapport aux cellules CD4 exprimant fortement SAMHD1. Les cellules pourraient
perdre I’expression de SAMHD1 au cours de leur différentiation aprés rencontre avec
I’antigéne in vivo. L’analyse de I’expression de SAMHDL1 dans les différentes sous-populations
des Thl, Th2 et Th17 chez les sujets VIH-1 positifs et chez les contréles VIH-1 négatifs a
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montré que les cellules Th17 des sujets négatifs exprimaient deux fois moins de SAMHD1'®"
que celles des sujets VIH-1 positifs (Ruffin et al. 2015).

Les proportions des autres sous-populations Th exprimant SAMHD1 ne variaient que
faiblement entre les groupes de personnes VIH-négatives et VIH-positives, a I'exception de la
population Th2 avec une faible proportion de cellules Th2 dans les compartiments SAMHD1'*"
et SAMHD1* chez les individus infectés par le VIH par rapport aux témoins (VIH négatif)
(Hani et al. 2019). Une plus grande sensibilité des cellules Th1l7 a l'infection par le VIH-1
pourrait étre liée a une plus faible expression de SAMHD1. Par ailleurs, les Tfh exprimant un
faible taux de SAMHD1 sont trés sensibles au VIH-1. Les cellules CXCR5*PD1M Tfh des
ganglions expriment principalement le SAMHD1'"". Les taux élevés de facteur de transcription
Bcl-6 dans les cellules T CXCR5*PD1"CD4* des VIH négatifs et VIH positifs démontrent en

outre que ces cellules sont bien des cellules Tth (Hani et al. 2019).

Les cellules Tfh des amygdales (CXCR5*PD1"Bcl-6%), similaires aux Tfh des
ganglions lymphatiques, expriment des niveaux inférieurs de SAMHD1 au niveau protéique et
d'’ARNm comparés a des cellules CXCR5PD1, CXCR5*PD1"™et CXCR5-PD1*. Les cellules
Tth expriment des niveaux élevés de CXCR4 et moyens de CCR5 (Perreau et al. 2013; Petrovas
et al. 2012; Wang et al. 2011). En outre, les cellules triées CXCR5*PD1" ne proliférent pas
dans les mémes conditions que CXCR5PD1, CXCR5'PD1™M et CXCR5PD1*. Généralement
les cellules Tfh sont plus sensibles & I'infection par le VIH-1. Les cellules CXCR5* PD1" Tfh
infectées in vitro (souche VIH-1NL4.3) ont des taux plus élevés de protéine p24 intracellulaire
que les cellules CXCR5PD1M et CXCR5* PD1™. Ces résultats montrent qu'une faible
expression de SAMHD1 dans les cellules CXCR5*PD1M Tfh pourrait expliquer leur sensibilité
accrue au VIH-1 (Ruffin et al. 2015).
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Figure 18 : Interaction entre les facteurs de restriction et le VIH-1 au cours de son cycle de
réplication (Barré-Sinoussi et al. 2013)

- Les protéines TRIMS5 (N-terminal tripartite motifs 5) forment un ensemble commun
de facteurs de restriction qui agissent contre une classe de rétrovirus. Elles sont également
impliquées dans la signalisation pour I’immunité innée (Lienlaf et al. 2011; Versteeg et al.
2013). La famille des protéines TRIM est caractérisée par la présence d’un motif RBCC (RING-
B-box-coiled-coil) tripartite. De plus TRIM5a contient également un domaine PRY-SPRY qui
facilite la reconnaissance spécifique des rétrovirus (Stremlau et al. 2004; 2005; Diaz-Griffero
et al. 2009; Li et al. 2007; Lienlaf et al. 2011).

TRIMS est un facteur de restriction qui limite I’évolution de I’infection SIV en bloquant
la liaison de la capside a la cellule cible (Hatziioannou et al. 2004; Stremlau et al. 2004, 2005,
Towers et al. 2000, 2002). Son importance clairement établie pour le SIV ne semble pas I’étre
pour le VIH-1, et peu de données sont connues pour le VIH-2 (Stremlau et al. 2004 ; 2005 ;
2006 ; Towers et al. 2000 ; 2002 ; Hatziioannou et al. 2004). TRIM5 est retrouveé dans la plupart
des cellules de primates. Le géne est différent selon les especes (Stremlau et al. 2005 ; 2006).
La famille TRIM5 a été transcrite en 5 isotypes et son activité antivirale est assurée par son
isotype TRIM5a. Les autres isotypes de TRIMS5 n'ont pas de domaine PRY-SPRY et inhibent
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I'activité de TRIMb5a, par conséquent la proportion de TRIM5a dans les transcriptions totales
de TRIMS peut influencer la restriction du VIH (Battivelli et al. 2011).

Le facteur de restriction antiviral TRIM5a en réponse a une stimulation de 1’interféron
va perturber le cycle évolutif du virus a plusieurs niveaux (Stremlau et al. 2004 ; 2005 ; 2006;
Towers et al. 2002; Hatziioannou et al. 2004; Towers et al. 2000; Doyle et al. 2015).

Le mécanisme antirétroviral de TRIM5a agit a la phase pré-intégration du cycle du VIH.
Peu aprés I'entrée du rétrovirus dans une cellule, les protéines TRIM5 se lient a la capside. La
capside est alors détruite, ce qui empéche la réplication virale. Plusieurs protéines TRIM5
doivent se lier entre elles via le domaine B-box 2 afin d’induire une reconnaissance efficace ou
peuvent se fixer directement a la capside du VIH-1 ((Li et al. 2016) et indépendamment
(Wagner et al. 2016)) en formant de grands réseaux. Le réseau TRIM5a permet a TRIM5a de
se lier fortement aux capsides du VIH-1 et de s'adapter a la forme de la capside du VIH-1
(Wagner et al. 2016). L’action de TRIM5 varie en fonction de la structure de la capside virale

et des séquences des protéines (Hatziioannou et al. 2003; Wilson et al. 2008).

La sensibilité du VIH-2 & TRIM5a est déterminée par la région de la capside qui
correspond a la boucle de liaison de la cyclophiline (Ylinen et al. 2005). En outre, une absence
de cyclophiline A renforcerait la restriction médiée par TRIM5a et réduit l'infectiosité du
VIH- 2 (Mamede et al. 2017). TRIM5a chez le macaque rhésus est également capable d'un
blocage tardif par incorporation dans les nouveaux virions, réduisant ainsi la production de
nouvelles particules virales fonctionnelles. Cette restriction tardive est un processus a
saturation, car l'augmentation de la production de virions peut envahir le systéme (Ohmine et
al. 2011).

La variation de 1’expression de TRIM5a dans les cellules CD4 dans I’infection par le
VIH-2 pourrait étre I’'un des facteurs expliquant I’évolution lente de I’infection et sa faible

pathogénicite qui pourraient étre liées a la faible replication virale.

- BLIMP-1: le B lymphocyte—-induced maturation protein 1, est un facteur de
transcription exprimé par toutes les cellules sanguines (Kallies et al. 2006). Blimp-1 bloque la
transcription des facteurs de regulation Bcl-6, T-bet, IL-2, IFN-y et IFN-B et favorise la
transcription d’IL-10 (Cimmino et al. 2008; lwasaki et al. 2013; Keller et Maniatis 1991; G. A.
Martins et al. 2008). Les cellules Tfh CXCR5* PD1"Bcl-6* SAMHD1 négatives pour Foxp3,
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(Linterman et al. 2011) expriment de faibles taux de PRDM1/Blimp-1, le facteur de
transcription antagoniste de Bcl-6 (Johnston et al. 2009). Les protéines Bcl6 et BlimP-1 qui
sont exprimées par les Tfh ont des relations antagonistes (Martins et al. 2008; Crotty et al.
2010), BlimP-1 inhibe a la fois la prolifération des T mais aussi la différentiation des Tth
(Crotty et al. 2010) et participe ainsi a la production d’anticorps. BlimP-1 est fortement exprimé
dans les cellules Th2 par rapport aux Th1l et bloque la différenciation des Th1 (Cimmino et al.
2008).

Dans le cas du VIH-1, I’expression de Blimp1l est augmentée chez les patients infectés
de facon chronique dans les cellules T et associée a une augmentation de 1’expression des
molécules de rétrocontr6le immunitaire (immune check points) incluant PD-1, LAG3 et
CTLA- 4, traduisant I’épuisement des lymphocytes T et I’apoptose (Che et al. 2012; Seddiki et
al. 2013; Shankar et al. 2011). Le LTR du VIH-1 inclut un site de fixation pour Blimp1, cette
partie se fixe directement au provirus et régule ainsi la réplication virale. 1l a été démontré que

Blimp1 pouvait inhiber la transcription du VIH-1 (Michaels et al. 2015).

L’expression de PRDM1-ARNmM (géne de transcription de Blimpl) est élevée dans les
TCM des sujets EC VIH-1" comparée aux LTNP VIH-1" virémiques avec des différences dans
les TTM, alors que I’expression est trés faible dans les TN (de Masson et al. 2014). L’expression
de Blimpl1 ne semble pas étre modifiée chez les non progresseurs VIH-1*. 1l se pourrait que
Bcl6 favorise la réplication du VIH tandis que Blimp-1 la bloque; I’augmentation de Blimp-1

dans les cellules contribuerait ainsi a la latence du VIH- 1 (Kaczmarek et al. 2013).

Réservoir et latence

Avant de considérer plusieurs réservoirs potentiels pouvant permettre la persistance du
VIH-1, il est important de définir le terme réservoir. Le réservoir viral est défini comme un type
de cellule ou un site anatomique dans lequel une forme du virus capable de se répliquer
s'accumule et persiste avec des propriétés cinétiques plus stables que dans le pool principal de
virus (virus se répliquant activement) (Blankson et al. 2002). Les cellules constituant le
réservoir doivent pouvoir stocker la forme virale capable de se répliquer et ainsi reconstituer
dans I’avenir la population de cellule infectées. Ainsi, les séquences provirales défectueuses ou
les particules virales en décomposition ne représentent pas un reservoir. Les virus peuvent
persister longtemps sous forme de virions ou dans des cellules infectées. Les virions sont sujets

a des processus de désintégration biochimique, tels que la dissociation des sous-unités gp120
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et gp41 de la protéine env. Un réservoir viral doit avoir un mécanisme biologiquement plausible
permettant aux virus d’échapper aux processus de désintégration biochimique ou dans le cas
d’un réservoir cellulaire d’échapper aux mécanismes immunitaires effecteurs. De plus le
renouvellement cellulaire doit étre plus lent que celui des cellules infectées productives qui

entretiennent I’infection et meurent rapidement.

La persistance de réservoirs est en grande partie due a la latence virale, un état réversible
non productif d'infection, qui décrit une cellule infectée qui ne produit pas de virus mais
conserve la capacité de le faire dans des conditions appropriées. Le VIH-1 a I’état de latence
peut exister dans divers types cellulaires (Van Lint et al. 2013 ; Eisele et al. 2012; Tyagi et al.
2012). Le réservoir est principalement localisé dans la sous- population de cellules T mémoire
CD4" au repos (Resting) (Chun et al. 1997; 1995). Ces cellules contenant le virus a I’état de
latence, sont rares mais extrémement stables, elles contiennent le provirus intégré avec la
capacité de se répliquer lors de I’activation de la cellule au repos (Blankson et al. 2002 ; Rong
et al. 2009; Finzi et al. 1999).
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Figure 19 : Principaux mécanismes de la mise en place de la latence (Ghosn et al. 2018).
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Le réservoir se met en place trés t6t pendant la phase aigiie de I’infection. Ce réservoir
n’est affecté ni par le systéme immunitaire ni par les antirétroviraux, cependant c’est un espace
de production virale qui contribue a la persistance de 1’infection virale et donc au maintien de
la charge virale plasmatique et des phénoménes de rebond lors de I’interruption du traitement
(Zerbato et al. 2016; Chomont et al. 2009; Siliciano et al. 2011).

Comme vu ci-dessus, ces réservoirs viraux se définissent comme un type de cellule ou
un site anatomique ou persiste du virus a long terme sans réplication active. Les réservoirs du
VIH sont particulierement concentrés dans certaines sous-populations de lymphocytes CD4
TCM et a un moindre degré dans les TTM (Buzon et al. 2014), ainsi que dans de petites sous-
populations comme les cellules souches mémoire et les cellules Tth (Perreau et al. 2013; Banga
et al. 2016; Xu et al. 2017). La localisation exacte de ces cellules chez le patient infecté est un
probleme majeur. Il semble que ces réservoirs soient constitués de cellules T CD4 qui
surexpriment certains marqueurs de rétrocontréle immunitaire ou « immune check-points »
(ICP) (par ex. PD-1, CTLA-4, TIGIT) (Fromentin et al. 2016; Chew et al. 2016) alors que

I’expression du CD32a est tres controversée (Descours et al. 2017).

Les cellules T mémoire au repos infectées de fagon latente peuvent étre réactivées par
I'antigéne. La fréquence des cellules CD4* de type mémoire au repos infectées est tres faible in
vivo surtout chez les patients sous traitement ART (longue durée) (Chun et al. 1995 ; Finzi et
al. 1997). Les acteurs les plus importants du réservoir sont principalement les TCM et les TTM
(Chomont et al. 2009; Chun et al. 1997; 1995). Par ailleurs, les TN peuvent également contenir
le provirus & I’état de latence (Wightman et al. 2010; Yuan et al. 2010 ; Chomont et al. 2009)
qui persiste méme sous traitement ARV, bien que la fréquence de l'infection soit plus faible (1

a 2 log) comparée a celle des lymphocytes T CD4" mémoire (Van Lint et al. 2013).

L'expression de I'ARN et des protéines viraux est réprimée tant que les cellules restent
au repos. Les lymphocytes T CD4" aux repos infectés ne peuvent étre différenciés des cellules
non infectées et ne sont donc pas éliminés par les cellules cytotoxiques. Cependant, au niveau
de ces cellules, la quiescence n’est pas permanente et les cellules contenant des génomes viraux
peuvent étre réactivées et induire la production de virus (Hill et al. 2014). Chez les patients sous
traitement ARV, la réactivation d'un seul lymphocyte T CD4" infecté de maniere latente peut
entrainer la production de virions, ainsi provoquer l'infection d'autres lymphocytes T CD4" et
créer un rebond viral (Davey et al. 1999; Chun et al. 1999). Des études de simulation ont montré

que I’activation ponctuelle des cellules latentes peut maintenir la persistance d’un faible niveau
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de virémie (blips viraux intermittents) tout en reconstituant le réservoir viral latent en fonction
de ’homéostasie (Rong et al. 2009). La persistance du faible niveau de virémie, détectable par
des techniques ultrasensibles (Palmer et al. 2003) a été observee chez des patients traités en
phase aigiie de I’infection avec une fréquence plus élevée de cellules mémoire au repos (Nancie
M. Archin et al. 2012).

a. Mise en place de la latence et du réservoir.

La latence s’établit quelques jours apres I’infection (Shan et al. 2017) dans plusieurs
sous-populations de lymphocytes T CD4 (Buzon et al. 2014; Chomont et al. 2009; Pallikkuth
et al. 2016; Bacchus et al. 2013). Ses méecanismes de mise en place ne sont pas tres clairs. Elle
peut s’établir de multiples fagons (Figure 19) : il peut s’agir d’une pré-activation, impliquant
I'infection directe de cellules T CD4 au repos (Saleh et al. 2007; Swiggard et al. 2005; Lassen
etal. 2012). Dans ce cas, I’ADN complémentaire du VIH-1 (ADNCc) est synthétisé partiellement
ou totalement au cours de la transcription inverse, mais ne parvient pas a s’intégrer au génome
cellulaire, restant présent sous forme d’épisome (Zack et al. 1990; Bukrinsky et al. 1991; Chun
et al. 1997). Il peut s’agir d’une latence de post-activation, impliquant I'infection de cellules
activées et leur retour a I'état de repos, ou encore l'infection directe de cellules T en transition
du stade mémoire effectrice a mémoire centrale au repos apres stimulation du TCR (Bosque et
al. 2009; Marini et al 2008; Evans et al. 2013). La latence de pré-intégration du génome viral a
été décrite d’abord dans les cellules T CD4+ mais, il existe également des preuves de ce type
d’infection dormante dans les monocytes. Cette forme de latence mise en place lors de
I'activation des lymphocytes T permet I'intégration du provirus et conduit généralement a une
infection productive (Bukrinsky et al. 1991).
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al. 2011)

Le VIH-1 n’infecte pas facilement les cellules au repos en raison de la faible expression
du corécepteur CCR5 nécessaire a son entrée (Pierson et al. 2000) et une réduction des dNTP
nécessaires pour la transcription inverse résultant de 1’activité de la dNTPase du facteur de
restriction SAMHD1 (Baldauf et al. 2012 ; Goldstone et al. 2011). De ce fait le processus de
transcription inverse de I’ARN viral génomique en ADN ne serait pas achevé dans les cellules
au repos ( Zack et al. 1990 ; 1992; Korin et al. 1998 ; 1999). Une infection abortive des cellules
T CD4" au repos peut survenir et conduire a la mort cellulaire (Doitsh et al. 2010). Les cellules
T CD4" au repos constituent la majeure partie du réservoir (Figure 20); il s’agit de sous-
populations trés hetérogénes comprenant des TN et des cellules mémoire comme les TCM,
TTM, TEM et les cellules en fin de différenciation (Chomont et al. 2009; Bacchus et al. 2013;
Séez-Cirion et al. 2013; Buzon et al. 2014). Ces cellules possedent diverses capacités
prolifératives (Santiago et al. 2005; Lee et al. 2017; Bui et al. 2017) pouvant produire des virus
intacts ou défectueux (Simonetti et al. 2016; Ho et al. 2013).

Les lymphocytes T CD4" activés, principales cibles cellulaires du VIH, meurent
massivement pendant la phase initiale de I'infection, et donc seule une tres faible proportion des
cellules initialement infectées vivent assez longtemps pour entrer dans un état de repos

(quiescence), établissant ainsi un réservoir mémoire. Les lymphocytes T CD4" mémoire
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génerent une protection a long terme grace a la mémoire immunitaire (parfois pendant toute la
vie de l'individu), sans avoir besoin d'un second contact avec l'agent pathogene, grace
notamment a la survie homéostatique. Il est possible que la longue durée de vie de cette

population cellulaire soit un atout suffisante pour maintenir ces réservoirs (Murray et al. 2016).

Par ailleurs certains stimuli responsables de la prolifération des cellules T réactivent les
cellules infectées latentes, induisent une infection productive avec réduction de la demi-vie des
cellules réactivées (Ho et al. 1995; Wei et al. 1995). En outre, certaines cytokines telles que
I’IL-7 et I’IL-15 peuvent conduire a la prolifération homéostatique des lymphocytes T CD4*
sans induire I'expression du virus (Vandergeeten et al. 2013; Bosque et al. 2011), mais I’IL-7
peut également inverser la latence dans certains systémes (Vandergeeten et al. 2013; Bosque et
al. 2011). D’un autre coté la protéine Vpr du virus du VIH-1 blogue le cycle cellulaire retardant
ainsi la mort cellulaire (Stewart et al. 1997 ; 2000 ; Jowett et al. 1995; Sakai et al 2006; DeHart
et al. 2007; Hrecka et al. 2007; Schrofelbauer et al 2007; Romani et al 2012).

La longévité des cellules de la mémaoire et la latence virale semblent étre un moyen de
prolonger la survie du VIH-1 in vivo. Cependant, contrairement aux virus de I’herpés, le VIH- 1
se réplique continuellement tout au long de I’infection chez les sujet non traités (Piatak et al.
1993; Scripture-Adams et al. 2002; Wang et al. 2005), échappant a la réponse immunitaire
anticorps et aux cellules cytotoxiques, ainsi qu’aux mutations rapides des épitopes (Borrow et
al. 1997; Price et al. 1997; Wei et al. 2002; Kwong et al. 2002).

En dépit du fait que I'existence d'un réservoir latent stable dans les lymphocytes T CD4*
au repos soit clairement établie, une analyse détaillée de la virémie résiduelle a permis d'établir
I'existence de réservoirs supplémentaires (Bailey et al. 2006; Brenchley et al. 2004; Anderson
et al. 2011; Sahu et al. 2009; Brennan et al. 2009). Les macrophages tissulaires qui sont des
cibles de l'infection par le VIH-1, pourraient également étre a l'origine de la persistantes du
VIH-1. En effet, les cellules de la lignée monocyte/macrophage, sont I'un des principaux
réservoirs persistants du VIH-1. Dans ces cellules, les virus ne sont pas compléetement latents
mais maintiennent un faible niveau de réplication. Contrairement aux lymphocytes T,
Iinfection a VIH-1 est moins cytopathique pour ces cellules ; elle prolonge leur durée de vie en

les rendant plus résistantes a I'apoptose (Van Lint et al. 2013).
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Un traitement ARV précoce pourrait limiter la taille du réservoir viral sans pour autant
empécher sa mise en place (Chun et al. 1998). Le réservoir viral diminue de maniére progressive
et lente; cette diminution peut atteindre la moitié du réservoir au bout de 36 ans de prise d’ARV,
de sorte que méme la prise prolongée d’ARV est incapable d’éradiquer I’infection durant la vie
du patient (Finzi et al. 1999; Siliciano et al. 2003; Strain et al. 2003; Crooks et al. 2015). En
outre, la présence de sanctuaires pharmacologiques et immunologiques a été associée a une
réplication virale résiduelle dans les tissus, contribuant ainsi a la percistance virale (Fletcher et
al. 2014; Estes et al. 2017). De plus, le VIH-1 peut étre détecté dans les monocytes de patients
sous ARV (Lambotte et al. 2000; Redel et al. 2010). Sachant que les monocytes circulants ont
une durée de vie relativement courte (76h avant de migrer dans les tissus et de se différencier
en macrophages (Whitelaw et al. 1972) comparativement aux lymphocytes T au repos.
L'importance de la latence dans les monocytes/macrophages n'est pas bien comprise; qu'il
s'agisse d’une latence réelle ou d'une faible réplication continue du VIH-1, n'est pas tres clair
(Zhu et al. 2002a et 2002b; Coleman et al. 2009). Cependant, le réservoir viral et la
dissémination du virus dans les sanctuaires anatomiques liée aux monocytes infectés par le
VIH-1 ne peuvent étre ignorés (Perno et al., 2006). De plus, les particules virales liées aux
cellules dendritiques folliculaires (FDC) pourraient représenter des réservoirs du VIH-1
(Blankson et al., 2002).

Pour agir de maniere efficace sur le réservoir, la réactivation de provirus est nécessaire
de maniere a permettre aux cellules infectées de ré-exprimer les antigénes viraux et ainsi
permettre aux cellules du systeme immunitaire de reconnaitre les cellules infectées et de les
éliminer. En outre la réponse immunitaire intrinseque liée a la cellule infectée pourrait
permettre de limiter la production mais aussi I’intégration virale et donc éviter la latence virale
et la formation du réservoir (Autran et al., 2013). Eliminer ou réduire I’infection latente serait
possible par activation cellulaire induisant 1I’expression d’antigénes viraux et la production du
VIH activant la cytolyse générée par le virus ou une clairance immunitaire des cellules
infectées. Cependant certaines cellules infectées de fagons latente ne répondent pas a une seule
stimulation (Hosmane et al. 2017). Les virus obtenus a partir de ces stimulations répétées ne
présentent pas de défauts de sequences majeurs (Ho et al. 2013; Cillo et al. 2014; Bullen et al.
2014). La fréquence de production virale & partir d’une méme stimulation différera en fonction
de la nature des cellules infectées ou de la sous-population testée in vitro (Spina et al. 2013;
Saleh et al. 2011; Novis et al. 2013; Cillo et al. 2014; Bullen et al. 2014). L’activation et la

production virale a partir de virus a 1’état de latence ne sont pas seulement liées a la stimulation
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via le TCR mais d’autres facteurs et voies de signalisation pourraient étre nécessaires pour la
réactivation du réservoir latent (par exemple 1’activation de la protéine kinase C (PKC), la
calcineurine, le facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT) etc.). Une interaction directe
entre cellules dendritiques immatures derivées des monocytes et cellules infectées en état de
latence induirait la production virale par les lymphocytes T activés in vitro (van der Sluis et al.
2013).

b. Estimation quantitative du réservoir

Chez les personnes infectées par le VIH-1 et traitées, I’ ADN proviral est détecté surtout
dans les TCM et les TTM ce qui les désignes comme réservoir majeur de la latence virale
(Chomont et al. 2009; Bacchus et al. 2013; Saez-Cirion et al. 2013) ; la réplication du VIH-1
serait systématiquement détectée dans les TCM et plus rarement dans TTM (Soriano-Sarabia
et al. 2014). De plus I'ADN du VIH-1 est presque toujours détecté dans les cellules TN chez les
individus virémiques et les sujets traités, bien qu'avec une fréquence beaucoup plus basse que
dans les TCM et les TTM (Chomont et al. 2009; Bacchus et al. 2013; M. J. Buzon, Sun, et al.
2014; Olivier Lambotte et al. 2002).

La quantification se fait par la technique de PCR ; il existe plusieurs types de PCR en
fonction des groupes de recherche. Une méthode de PCR ultrasensible peut étre utilisée chez
les patients traités, ou la majorité du génome virale existe sous forme intégrée. Cette méthode
permet d’amplifier le génome viral a I’aide d’amorces permettant I’appariement des genes, et
’orientation de I’amplification peut étre guidée par le choix des amorces (Samri et al. 2019;
Avettand-Fenoel et al. 2014). Des kits préts a I’emploi existent (Biocentric) ou des techniques
maison. La quantification d’ADN viral permet de faire une évaluation de la quantité d’ADN
par millions de PBMC (Avettand-Feénoél et al. 2008). Cependant 2 techniques différentes sont
nécessaires pour quantifier les acides nucléiques dans le VIH-1 et le VIH-2. Ces différents
résultats suggerent que la quantification de I'ADN viral seul ne permet pas nécessairement de
déterminer la taille du réservoir latent inductible et de faire preuve de prudence dans la
caractérisation d'un réservoir cellulaire de VIH-1 latent comme « majeur » sur la seule base de

la fréquence d'infection.

La réduction des réservoirs du VIH pourrait ne pas suffire pour éradiquer le VIH, car il
existe des rebonds viraux qui surviennent dés l'interruption de la thérapie antirétrovirale chez

les personnes infectées de facon chronique et dont I'ADN viral était presque indétectable dans
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les cellules du sang périphérique (Calin et al. 2016). Plusieurs approches synergiques, comme
le concept dit de « shock and Kill», visent a purger les réservoirs du VIH en combinant la
réactivation du VIH latent dans les cellules infectées et la destruction des cellules productrices
de VIH (Bullen et al. 2014; Katlama et al. 2013; Deeks et al. 2016). Aucune des méthodes
utilisees (le vorinostat, le panobinostat, le disulfirame ou la romidepsine, ou avec l'interleukine
7) n'aréussi a réduire de maniére significative les réservoirs du VIH (Archin et al. 2012; Elliott
et al. 2014; Sggaard et al. 2015). Dans le méme but, le renforcement de I'immunité cellulaire
anti-VIH au moyen de vaccins thérapeutiques seuls n'a pas réussi a réduire les niveaux des

réservoirs du VIH (Carcelain et al. 2013).

Le réservoir de VIH-2 pourrait se localiser dans les cellules CD4 des cellules du sang
périphérique, principalement dans les cellules CD4 au repos et dans les monocytes comme cela
a été confirmé pour le VIH-1 et les SIV. Cependant, la localisation et la distribution précise de

ce réservoir reste inconnu pour le cas particulier du VIH-2.
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Objectifs

Mes travaux de thése ont eu pour objectifs de caractériser les cellules immunitaires
impliquées dans les réservoirs des virus de I’immunodéficience humaine de type VIH-2 et dans
le contrdle immun de I’infection VIH-2 médié par I’immunité intrinséque et I’'immunité innée

chez des patients porteurs d’une infection faiblement pathogéne.

Le premier objectif visait a étudier la distribution immune des réservoirs de VIH-2. Mon
but était d’étudier sous la direction du Pr B Autran les réservoirs du VIH-2 latents et inductibles,
dans les différentes populations de cellules CD4 périphériques de patients non progresseurs et
non traités de la cohorte VIH-2 ANRS dans le cadre du programme de recherche Immunovir-2
soutenu par I’ANRS.

Notre hypothese de travail était que la distribution des réservoirs cellulaires du VIH-2
pouvait différer de celle du VIH-1 fortement pathogéne et tester si les réservoirs de VIH-2
étaient :

- relativement limités dans les cellules T CD4* a mémoire centrale, comme dans les
modeles d’infection non pathogéne, comme le SIV chez les singes naturellement infectés

(modéle SM) ou le VIH-1 chez les sujets non-progresseurs a long terme,

- présents ou non dans les cellules myéloides en formulant I’hypothése que ces cellules

pouvaient étre protégées dans le cadre d’une infection non pathogéne,

- productifs dans le cadre des faibles niveaux de réplication virale observés in vivo, chez

des sujets naifs de traitement.
Afin de tester ces hypothéses nous avons (article N°1) :

- caracteérisé les différentes sous-populations de lymphocytes périphériques de patients
VIH-2 positifs,

- trié les populations de cellules mononucléées sanguines CD4" dans lesquelles nous

avons recherché le VIH-2,

- étudié les capacités de production virale par culture cellulaire des cellules CD4",
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- étudié les corécepteurs du VIH-2 impliqués dans I’infection de ces cellules,

- participé a 1’étude transcriptomique et protéique des corécepteurs et des facteurs de

restriction retrouvés dans les cellules de ces patients.

Les résultats obtenus sur les facteurs moléculaires en lien avec le contrdle des réservoirs
immuns du VIH-2 impliquent les corécepteurs d’entrée (CXCR6 pour le VIH-2) et
possiblement les facteurs de restriction tels que TRIM5a pour le VIH-1 et le VIH-2. Ces
données nous ont conduits & un 2" travail visant & comparer 1’expression des corécepteurs
CCR5 et CXCRG6 et des facteurs de restriction comme SAMHD1, Blimp-1 et TRIM5a dans les
infections atténuées a VIH-1 chez des Sujets Asymptomatiques a LTNP (ALT, ANRS-CO15)
et chez les patients VIH-2*. Nous avons voulu également tester si I’expression de ces molécules
différait entre ces deux modeles, en la comparant a celle observée chez des sujets sains VIH-
négatifs (Article N°3).

Le deuxiéme objectif était de caractériser les cellules NK impliquées dans le contréle
du VIH-2 dans le cadre de la méme cohorte VIH-2 ANRS et du programme de recherche

Immunovir-2 soutenu par I’ANRS, sous la direction du Dr V Vieillard.

Avant la réalisation de ce travail, les données concernant le réle des cellules NK chez
les patients VIH-2 * étaient trés limitées contrairement a celles obtenues chez les patients VIH-
1. Notre hypothese de travail était que les NK des patients VIH-2" devaient étre similaires a
celles des patients VIH-1* LTNP. Pour tester notre hypothese, nous avons donc procédé a une
analyse phénotypique et fonctionnelle extensive des cellules NK des patients non traités de la
cohorte VIH-2 ANRS dans le cadre du programme de recherche Immunovir-2 soutenu par
I’ANRS, en comparaison a des sujets VIH-1* Asymptomatiques a Long Terme (ALT,
ANRS- CO15) (Article N°2).
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SECONDE PARTIE

RESULTATS
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Article n°1

“Limited HIV-2 reservoirs in central-memory CD4 T-cells
associated to CXCRG6 co-receptor expression in attenuated

HIV-2 infection

Assia SamrilD?, Charlotte Charpentier?, Mariama Sadjo Diallol*, Mélanie Bertine?, Sophie
Evenl, Véronique Morin®, Anne Oudin®, Christophe Parizot!,*, Gilles Collin?, Anne
Hosmalin'®, Rémi Cheynier'®, Rodolphe Thiébaut®, Sophie Matheron’, Fideline Collin'®, Rima
Zoorob®, Frangoise Brun-Vézinet®*™ Brigitte AutranID°*"> the ANRS CO5 IMMUNOVIR-2
Study Group'

1 Sorbonne Université", Inserm 1135, Centre d'immunologie et des maladies infectieuses, Cimi-Paris, Paris, France, 2 IAME,
UMR 1137, Inserm, Université Paris Diderot, Sorbonne Paris Cité , Laboratoire de Virologie, Hopital Bichat, Assistance
Publique-Hépitaux de Paris, Paris, France, 3 Sorbonne-Université , Inserm1135, CNRS ERL8255, Centre d'immunologie et des
maladies infectieuses, Cimi-Paris, Paris, France, 4 Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Groupement Hospitalier Pitié -
Salpétriére, Departement d’'Immunologie, Paris, France, 5 Institut Cochin, Inserm, U1016, CNRS, UMR8104, Université Paris
Descartes, Sorbonne Paris Cite , Paris, France, 6 Inserm U1219 Bordeaux Population Health, INRIA SISTM, Univ. Bordeaux,
Bordeaux, France, 7 Inserm, IAME, UMR 1137, Univ. Paris Diderot, Sorbonne Paris Cité", Assistance Publique -Hopitaux de
Paris, Service des Maladies Infectieuses et Tropicales, Hopital Bichat, HUPNVS, Paris, France, 8 University Paris7, Denis
Diderot, Paris, France, 9 Sorbonne Université , Inserm 1135, Centre d'immunologie et des maladies infectieuses, Cimi-Paris,
AP-HP, Hopital universitaire Pitie - Salpétriére, Paris, France

PLOS Pathogens | https ://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758 May 16, 2019
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Introduction

Le VIH-2 est un lentivirus similaire au SIV du Sooty Mangabey (Santiago et al.
2005) qui présente des homologies avec le VIH-1 dans les génes suivants : 30-40% des genes
env et gag, et 60% du géne pol (de Silva et al. 2008). Cependant, ces deux virus différerent sur
les plans épidémiologique, clinique et virologique ainsi que dans la sensibilité aux
antirétroviraux (Andersson et al. 2000; Berry et al. 1998; Clavel et al. 1986; De Cock et al.
1993; Marlink et al. 1994; Matheron et al. 2003; Popper et al. 1999; Simon et al. 1993; van der
Loeff et al. 2006). Le VIH-2 est associé a une faible réplication virale et une progression lente
de I’infection vers le stade SIDA, comparable a ce qui est observé chez les Elite Controllers
infectés par le VIH-1. 11 a été proposé qu’une réponse immunitaire active T et NK (Alatrakchi
et al. 2006; Angin et al. 2016; Duvall et al. 2006; Foxall et al. 2008; Leligdowicz et al. 2007,
Nuvor et al. 2006) participe au controle de cette infection faiblement pathogéne mais d’autres

facteurs entrent en compte.

Le VIH-2 utilise les mémes corécepteurs CCR5 et CXCR4 que le VIH-1 (Choe et al.
1996; Doranz et al. 1996; McKnight et al. 1994) et semble également utiliser in vitro une large
gamme de corécepteurs alternatifs (CCR1 a CCR8, CXCR6 (BONZO), GPR15 (BOB), GPR1,
APJ, CX3CR1 (V28), CXCR5 et RDC1) (Doranz et al. 1996; Choe et al. 1996; McKnight et al
1994; Choe et al. 1998; Combadiere et al. 1998; Farzan et al. 1997; Liao et al. 1997; Shimizu
et al. 2000).

Il existe également une différence dans la résistance aux facteurs de restriction ; ainsi le
VIH-1 est sensible a SAMHD-1 qui est inefficace sur le VIH-2 (Laguette et al. 2012).
Inversement TRIM5a semble étre efficace dans le cadre des infections par le SIV et le VIH-2,
alors que le VIH-1 n’y est pas sensible (Hatziioannou et al. 2004; Stremlau et al. 2004; H.-L.
Zhang et al. 2016). En outre, on ne sait pas si le VIH-2 est sensible a d'autres facteurs comme
Blimp-1, un facteur de restriction du VIH-1 récemment découvert par notre groupe et d'autres

équipes (de Masson et al. 2014).

Enfin, on ne connait pas la distribution des réservoirs du VIH-2 dans les cellules CD4
alors que le réservoir du VIH-1 intégré et inductible se trouve principalement dans les cellules
T CD4 de type centrale-mémoire (TCM) au repos (Buzon et al. 2014; Chomont et al. 2009) et
dans les monocytes/macrophages (Bacchus et al. 2013; Saez-Cirion et al. 2013), contrairement

au SIVsm dont I’infection est plus limitée dans les TCM que dans les cellules plus différenciées
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a cause de la faible expression du corécepteur CCR5 (Paiardini et al. 2011). Chez les LTNP
(Long Term Non Progressors) infectés par VIH-1 exprimant des alleles protecteurs HLA-B*27
ou B*57, le réservoir viral est également plus faible dans les TCM que dans les TTM (Descours
et al. 2012). Un méme profil a été retrouve chez les contrdleurs post-traitement (Saez-Ciridn et
al. 2013). Ainsi un faible niveau d’infection des TCM semble associ¢ a une moindre
pathogénicite des SIV/HIV.

L’objectif de ce premier travail était de caractériser les réservoirs de VIH-2 dans les
cellules immunocompétentes et d’analyser les mécanismes de contrdle immunologique de ces
réservoirs en testant 1’hypothése d’une similitude avec les autres modeles de faible
pathogénicité SIV/HIV. Dans ce but, nous avons analysé les PBMC du sang périphérique
(cellules CD4 et monocytes) des sujets infectés VIH-2 de la cohorte CO-05 de I'ANRS francaise
(Thiébaut et al. 2011) a la recherche du réservoir latent inductible et de sa distribution dans les

cellules immunes.

Matériel et méthodes

Patients

Pour réaliser ce travail nous avons utilisé les PBMC de 14 patients de la cohorte
nationale ANRS-CO-05 infectée par le VIH-2 ; les résultats ont été ensuite comparés aux
résultats des donneurs sains (7 EFS et 5 donneurs Ouest Africain) et de 8 LTNP infectés par
VIH-1 de la cohorte ANRS-CO15.

Méthodes

Tri cellulaire

Les PBMC des patients ont été décongelées et déplétées en CD8" puis marquées avec
le panel suivant : anti-CD3-Pacific Blue, anti-CD4-AlexaFluor700, anti-CCR7-PE-Cyanine7,
anti-CD27-APC, anti-CD69-FITC, anti-HLA-DR-FITC, anti-CD14-BV711 (BD-Bioscience,
San-Jose, Californie, USA), anti-CD45RA-ECD, anti-CD25-FITC (Beckman-Coulter,

Villepinte, France), Bleu vif-mort (Thermo-Fisher, Scientific/Life-Technologies).

Le tri a été effectué sur trieur FACSAria 5 lasers (Becton-Dickinson) (plateforme
CyPS) : les sous-populations suivantes ont été récoltées : Monocytes CD3'CD4*CD14",
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cellules T activées CD25"CD69"HLADR™ et au repos CD25"CD69°'HLADR". Les cellules T
CD4" au repos ont été triées en cellules T Naives (TN), CD45RA*CCR7*CD27", Centrale
Mémoire (TCM) CD45RACCR7'CD27*, Transitionnel Mémoire (TTM) CD45RA"
CCR7 CD27* et Effecteur Mémoire (TEM) CD45RA CCR7'CD27". Pour chaque population
triée, des culots secs de 5 000 cellules pour 1'analyse du transcriptome a 50 000 cellules pour la
quantification de 'ADN du VIH-2 ont été congelés a -80 C.

Culture cellulaire de réactivation in vitro du VIH-2 :

Les PBMCs déplétées en cellules CD8 de 11 sujets infectés par VIH-2 ont été mises en
culture pendant 30 jours apres stimulation a jour JO avec une combinaison d’anti-CD3/anti-
CD28, IL-2 (Sigma), IL-7 (R&D Systems) et d'lIL-15 (Peprotech) et addition a J13 de cellules
CD8 de donneurs sains. Les surnageants de culture ont été prélevés tous les trois jours pour la
quantification de la production virale (ARN du VIH-2). En fin de culture I'ADN du VIH-2 a

également été quantifié par une technique ultrasensible.

Analyse par cytométrie en flux :

L’analyse des corécepteurs et des facteurs de restriction a été effectuee ex vivo sur des
PBMC décongelées (7 sujets VIH-2 et 7 donneurs sains) a JO aprés culture. A JO, les cellules
CD4 ont été marquées avec : Fixable Viability-Stain-780, anti -CD3-BV510, -CD4-BUV395,
- CD45RA-PE, -CCR7-PE-Cy7, -CD27-BUV737, -CD25-BV786, -HLA-DR-BV786,
- CD69- BV786, -PD1-APC, -CXCR5-APC-R700, -CCR5-PE ou -CCR5-BV650 (Becton-
Dickinson). Les cellules ont été analysées sur le cytomeétre en flux Fortessa (Becton-Dickinson)

a l'aide du logiciel FacsDIVA version 6.1.3.

L'expression de CXCR6 et TRIMb5a a été étudiée a JO avec le marquage : Viabilité
FSV620, anti-CD3-APC-H7, -CD4-BV510, -CD45RA-FITC, -CD27-PE-Cy7, -CCR7-APC-
R700, -PD1-BB700, -CXCR5-AF647, -CXCR6-BV421, -CD32-PE (Becton-Dickinson).
Apres perméabilisation (CytoFix/CytoPerm, Becton-Dickinson), un marquage intracellulaire
de TRIM5a et I'anti-1gG PE (tous deux de Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) a été suivi du
marquage membranaire, puis analysé avec le cytomeétre en flux Gallios. Une analyse
phénotypique a également été réalisée sur les cellules en culture a J3, J7, J10 et J13, en utilisant
le méme panel d'anticorps qu‘a JO, sauf pour 1’anti-CCR5-BV650, et a été effectuée sur le

cytometre en flux Fortessa et analysée a I'aide de FowJo (version 10.4.1).
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Etudes virologiques : elles ont été réalisées dans le laboratoire de virologie de 1’Hopital

Bichat par I’équipe du Pr Frangoise Brun-Vézinet :
- Quantification de la charge virale plasmatique du VIH-2 par méthode ultrasensible
- Définition du sous-type et du tropisme viral réalisé par les techniques de génotypage

- Quantification de I'ADN total du VIH-2 : les culots secs de cellules réalisés apres le
tri cellulaire ont servi a la quantification de I'ADN total du VIH-2 a I’aide du kit d'ADN DSP
QIA symphony (Qiagen, Courtaboeuf, France) (Dehee et al. 2001; Laurendeau et al. 1999;
Bertine et al. 2017; Avettand-Fenoél et al. 2009; Dib et al. 1996). Lorsque la valeur de I'ADN
du VIH-2 n'était pas quantifiable mais qu'un signal de PCR était détectable, les résultats ont été
attribués a une valeur estimée, calculée a 50 % de la valeur de I'ADN du VIH-2 et exprimée
pour un million de cellules (Saez-Cirion et al. 2013).

Analyse du transcriptome (groupe de Rima Zoorob) :

L'ARN total a été extrait de chaque sous-population triée de TN, TCM, TTM, TEM et
de monocytes a l'aide d'un kit Mirvana (Life Technologies). Les ADNc ont ensuite été pré-
amplifiés (PreAmp Master Mix, Fluidigm, Les Ulis, France). Les genes marquants exprimés
(DEG) ont été identifiés a I'aide du programme ANOVA en soustrayant la valeur du gene de
ménage RPS14 a la valeur des génes cibles et des comparaisons entre les sous-populations TN,
TCM, TTM et TEM ont été effectuées.

Analyse statistique

Un test de Wilcoxon apparié¢ a été utilisé pour comparer I’expression de CXCR®,

TRIMDS, IL22 et TP53 dans les sous-populations de TCM et de TTM.

Le test de Mann Whitney et le test de McNemar ont été utilisés pour comparer les sous-
populations de cellules CD4 dans les différents groupes. Les corrélations entre les variables ont
été déterminées a l'aide du test de Spearman. Une valeur p < 0,05 a été considérée comme

significative.
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Considérations éthigues

Cette étude a été menée selon les principes de la Déclaration d'Helsinki. L'étude a été
approuvée par le comité d'éthique (CPP). Les participants a I'étude étaient des adultes et ont

donné par écrit leur consentement éclairé pour le prélevement des échantillons et leurs analyses.
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Résultats obtenus

Les caractéristiques des 14 sujets infectés par VIH-2 (12 non progresseurs et 2
progresseurs) étudiées sont décrites dans la table 1

73



Tableau 1 : Caractéristiques des patients infectés par le VIH-2

Patients Gender  Age CD4 T-cell Time since Plasma viral Ultra-Sensitive HIV-2 DNA  HIV-2DNA HIV-2 HLA-A HLA-B HLA-C Geographic origin

(years) counts diagnosis Load Viral Load  (c/10° PBMC) (log 10¢/10°  group
(cells/fmm?) (years) (¢/mL))  (c/mL plasma) PBMC)

1 M 52 891 11.3 <100 <1 131 212 B 02/03 49/57 07/18 Ivory Coast

2 M 53 1228 17.6 <40 <1 170 2.23 Al 23/23 07/14  07/08 Guinea Bissau
3 F 52 604 256 <40 19 139 214 B 02/23 15/52 02/16 Guinea Conakry
4 M 57 1090 23 <100 ND 107 2.03 Al 23/34 53/53 04/04 Ivory Coast

5 F 34 1212 125 <40 5.6 88 1.94 Al 03/26 58/58  03/07 Gambia

6 F 50 1776 8.8 <40 <1 53 1.73 B 68/68 07/52 - Ghana

7 F 39 1036 12.7 <100 <1 53 1.73 B 03/03 35/53  04/04 Ivory Coast

8 F 48 859 9.2 <40 ND 40 1.60 B 34/34 15/53 02/04 Guinea Conakry
9 F 49 895 11.3 <40 <1 28 1.45 B 02/68 15/51 14/16 lvory Coast
10 F 54 1118 27.2 <100 2.4 10 0.99 B 03/74 14/15  07/08 Guinea Conakry
11 M 59 1300 8.8 <40 <1 <75 <0.88 NA 01/29 44/57  06/16 Colombia

12 M 44 707 20.5 <40 13 187 2.27 A 03/23 35/53 04/04 lvory Coast
13# F 43 858 22.7 <40 <1 10 1.00 NA 1/33 15/35 04/14 lvory Coast
144# M 70 502 7.4 117 58 127 2.10 A 02/02 27/53  02/04 Guinea Conakry

Median 51 966 12.6 40 1 70.5 (88*) 1.84 (1.94*)
[1QR 25-75%] [44-55] [820-1216]  [9.1-22.8}  §40-100} f1-43 [34-135] * [1.53-2.13] *

# patients progressors ; ND : No data ; NA : N Amplifiable ; * in patients with detectable HIV-2
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Analyse cytométrigue des sous-populations T CD4

L’analyse cytométrique a montré que les proportions de lymphocytes T CD4" activés et
de monocytes n’étaient pas significativement différentes entre les sujets VIH-2 et les donneurs
sains (Figure 1A). Par contre, il y avait des différences dans la répartition des sous-populations
T CD4" entre les sujets VIH-2 et les donneurs sains pour les TCM (CD45RACCR7*CD27* :
p=0,001), les TTM (CD45RA CCR7'CD27* : p=0,001), et les TEM (CD45RA CCR7-CD27" :
p=0,001) (Figure 1B). L’analyse de la distribution des différentes sous-populations de T CD4*
au repos des sujets infectés VIH-2 comparée aux LTNP n’a montré aucune différence
significative (Figure 1C). L’expression de CCR5 sur les lymphocytes T CD4* activés et au
repos ne montrait pas de différence significative entre les individus infectés par le VIH-2 et les

donneurs sains (Figure 1D).
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Figure 1. A) Pourcentage de lymphocytes T CD4" activés de 14 patients infectés par le

VIH-2 comparés a ceux de 7 donneurs sains. Chaque point représente un sujet, les résultats sont

présentés en médiane. B) La répartition des sous populations de lymphocytes T CD4* resting

a été évaluée chez les patients infectés par le VIH-2 comparés aux donneurs sains: les
lymphocytes T Naifs (TN) (CD45RA*CCR7*CD27"), lymphocytes T central mémoire (TCM),
(CD45RACCR7°CD27"), lymphocytes T transitionnels mémoire (TTM) (CD45RACCRT
CD277) et lymphocytes T effecteurs mémoire (TEM) (CD45RA'CCR7°CD27°). C) L’analyse
de la répartition des différentes sous-populations des T CD4" resting TN, TCM, TTM et TEM

des patients infectés par le VIH-2 comparés aux Long-Term-Non-Progressors (ALT) infectés

par le VIH-1. D) Le pourcentage de CCR5 exprimé sur les sous-populations lymphocytes T

CDA4" activés et resting des patients infectés par le VIH-2 comparés aux donneurs sains.
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Distribution majoritaire des réservoirs du VIH-2 dans les TTM des CD4* et

absence d'infection dans les monocytes

L'ADN du VIH-2 était indétectable dans une médiane de 1,36 million de monocytes par
patient. En revanche, 'ADN du VIH-2 était détectable dans les lymphocytes T CD4" activés de
10 sujets et des lymphocytes T CD4™ au repos de 11 sujets, mais n’était quantifiable que dans
les lymphocytes T CD4" au repos d'un seul individu. Enfin, 'ADN du VIH-2 n'a pu étre
quantifié¢ que dans les TTM de 4 sujets sur 11 alors qu’il ne I’était que dans les TCM d'l seul
individu. Toutefois, aucune différence significative n'a été observée entre les TTM et les TCM
(Figures 2, 3, 4,).
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Figure 2. L’ADN VIH-2 total a été quantifiée dans les différentes sous-populations des

cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) des 14 patients infectés par le VIH-2.
L’ADN total a été quantifié dans les monocytes (CD3'CD4°CD14), les cellules T CD4*
activées (CD25'CD69*HLADRY), les cellules T CD4" resting (CD25°CD69HLADR), les
sous-population des cellules T CD4* resting : naif (TN ; CD45RA*CCR7*CD27"), central-
mémoire (TCM ; CD45RACCR7*CD27"), transitionnel mémoire (TTM ; CD45RA'CCR7"
CD27%) et effecteurs mémoire (TEM ; CD45RA'CCR7°CD27). Les résultats de la

quantification de ’ADN VIH-2 ont été exprimés en logio copies par million de cellules. Les

résultats ont été montrés en médiane. LOD : le seuil de détection de PADNVIH-2 était de 3

copies/PCR ou LOQ : le seuil de quantification était de 6 copies/PCR.
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CD45RA'CCR7-CD27") et I’ADN VIH-2. A) Les lymphocytes T CD4" central mémoire

(TCM : CD45RACCR7°CD277). B) les cellules mononuclées du sang périphérique associées

aI’ADN VIH-2. C) les lymphocytes T CD4" transitionnels mémoire (TTM ; CD45RA'CCR7"

CD27%) D) Relation entre les cellules central-mémoire (TCM ; CD45RACCR7*CD27") et
I’ADN VIH-2 dans les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC). Les corrélations

ont été évaluées par le test de Spearman (Corrélation de Spearman).

79



100+

L~

S

o = 801

§3 T

E % 604 -

>

SI 40+ .

— O

L C ——

g =

5% 20

U) —

0 T T

> N\ Q N
A N <& &

Figure 4. La fréquence de la contribution des sous-populations de cellules T CD4*
resting infectées par le VIH-2 au réservoir viral : naifs (TN : CD45RA*CCR7°CD27), central
mémoire (TCM : CD45RACCR7°CD27"), transitionnelle mémoire (TTM : CD45RA CCR7"
CD27") et effecteurs mémoire (TEM : CD45RA CCR7-CD27"). Les résultats ont été exprimés

en médiane de pourcentage avec des intervalles de quartiles maximum et minimum [25%—75%]

Faible inductibilité du VVIH-2 dans les cellules CD4*

La capacité d'induire la réplication du VIH-2 a partir de cellules CD4" en culture par
stimulation in vitro a été trés faible : I’ARN du VIH-2 a été détecté dans les surnageants de 3
des 11 échantillons testés entre J3 et J15 (Figure 5 A). Afin de mieux comprendre cette faible
production virale, nous avons analysé I'expression du corécepteur CCR5 sur les cellules CD4
en culture. Comme prévu I'expression de CCR5 a augmenté réguliérement de J3 a J14 dans les
lymphocytes T CD4 de personnes infectées par le VIH-2, atteignant des niveaux encore plus

élevés que chez les donneurs sains (Figure 5 B).
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Figures 5. A) Inductibilité du VIH-2 in vitro dans des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC). La capacité des cellules a induire la réplication virale a été évaluée chez
11 sujets infectés par le VIH-2 par stimulation avec anti-CD3/anti-CD28 et une co-stimulation
IL-2, IL-7 plus IL-15 sur des cellules CD8". Les cellules ont été mises en culture de JO a J31 et
le surnageant de culture a été récolté tous les 3 jours. Les résultats de la quantification de I’ARN
VIH-2 a été exprimé en logio copies par million de cellules. B) La médiane d’expression de
CCRS5 en culture a la surface des cellules CD4" comparée aux donneurs sains entre JO et J14.

Distribution de I'ADN du VIH-2 dans les sous-populations CD4 mémoire

associée a I'expression des génes TRIM5 et CXCR6

Afin de mieux comprendre les facteurs qui peuvent influencer la distribution atypique
des réservoirs du VIH-2 dans les cellules T CD4" mémoire, une analyse du profil
transcriptionnel a été réalisée, en multiplex avec 96 genes dans chaque sous-population de
cellules T CD4" au repos (TN ; TCM ; TTM ; TEM) et de monocytes triés provenant des 14
sujets infectées par VIH-2 (Figure 6). Nous avons observé une expression différentielle
significative de 4 génes entre TCM et TTM, avec notamment a une surexpression du CXCR6

et une sous-expression de TRIM5 dans les TTM par rapport aux TCM (Figure 7).
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Figure 6. Analyse du transcriptome : analyse en multiplex du profil transcriptomique
des 96 genes testés sur: les monocytes (CD3'CD4CD14%), les sous-populations de
lymphocytes T CD4" resting : Naifs (TN ; CD45RA*CCR7*CD27*), central mémoire (TCM ;
CD45RA-CCR77CD27"), transitionnel mémoire (TTM ; CD45RA'CCR7-CD27") et effecteur
mémoire (TEM ; CD45RA'CCR7°CD27°) des 14 sujets infectés par le VIH-2. Une Analyse par

composante principale a été réalisée.
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Figure 7. Analyse du transcriptome : analyse en multiplex du profil transcriptomique
des 96 génes testés sur : monocytes (CD3'CD4°CD14"), les sous-populations de lymphocytes
T CD4" resting : Naifs (TN ; CD45RATCCR77CD27"), central mémoire (TCM ; CD45RA"
CCR7*CD27"), transitionnel mémoire (TTM ; CD45RA CCR7'CD27"), et effecteur- mémoire
(TEM ; CD45RA CCR7°CD27") des 14 sujets infectés par le VIH-2. L expression de CXCR®,
TRIMS5, IL-22 et TP53 dans les sous-populations des cellules CD4 resting a été analysee par le
test non paramétrique de Wilcoxon (two-tailed paire) pour comparer la fréquence des génes
CXCRG6, TRIM5, I1L22 et TP53 dans les différentes sous-populations TCM and TTM.
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Déséquilibre dans |'expression des protéines CXCR6 et TRIM5a entre
cellules T CD4 de type TCM et TTM

Pour tester si I'expression des genes CXCR6 et TRIMb5a. était traduite en différences au
niveau protéique, L’expression membranaire de CXCR6 et ’expression intracellulaire de
TRIM50 dans les différentes sous-populations de cellules TCD4" des sujets infectés par le
VIH- 2 et de 9 donneurs sains ont été analysées par cytométrie en flux. Nous avons d'abord
observé que les TCM exprimaient moins de CXCR6" que les TTM avec une différence trés
significative (p=0,001) (Figure 8 A). Nous avons mis au point I’analyse de I’intensité
d’expression de TRIM5a mais sa distribution était similaire dans les 2 sous-populations (Figure

8 B).
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Figure 8. Analyse par cytométrie en flux de 1’expression protéique CXCR6 et TRIM5a
dans les sous-populations de lymphocyte T CD4*: TCM (CD45RA CCR7'CD27") et TTM
(CD45RACCR7°CD27%). A) Expression de CXCR®6 sur les sous-populations de CD4* TCM et
TTM de 12 sujets infectés par le VIH-2 (représentés par des triangles), 4 donneurs sains
(représentés par des cercles), 5 donneurs Ouest Africains (représentés par des carres). B)
L’intensité moyenne de fluorescence (MFI) intracellulaire a été obtenue aprés avoir soustrait la

fluorescence de 1’ Ac secondaire. Les résultats ont été présentés en médiane.
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Discussion

Cette étude a permis de procéder a une premiere caractérisation immuno-virologique
des réservoirs du VIH-2. Nos résultats ont montré une répartition particuliere des réservoirs du
VIH-2, différente de celle décrite dans VIH-1 et caractérisée par une absence d’infection dans
les monocytes et une prédominance de l'infection dans les cellules TTM au lieu des cellules
TCM. La variation dans I’expression du CXCR6, corécepteur alternatif, et du facteur de
restriction TRIM5a chez les sujets VIH-2 pourrait expliquer cette distribution particuliere du

réservoir sur les cellules mémoire.

L’ADN du VIH-2, trés faible et quantifiable seulement chez 5/14 des sujets de 1’étude
est en accord avec la faible réplicativité du VIH-2 ainsi que la faible inductibilité virale détectée
chez seulement 3 sujets, et ce malgré une culture de 30 jours au lieu de 14 jours comme dans le
cas du VIH-1 (Bacchus et al. 2013; S&ez-Cirion et al. 2013; Descours et al. 2012) et méme en
ajoutant des cellules allogéniques. Cette faible productivité pourrait étre expliquée par la

prédominance de sujets non progresseurs (12 sur 14 sujets) dans notre étude.

L’absence d’ADN VIH-2 dans les monocytes des sujets de 1’étude est une découverte
importante car plusieurs études ont montré que chez le sujet VVIH-1 ces cellules sont infectées
(Bacchus et al. 2013; S&ez-Cirion et al. 2013; Descours et al. 2012). Cette absence d’infection
dans les monocytes ne pouvait étre attribuée au nombre de cellules triées car en moyenne plus
d’1 million de monocytes ont ét¢ analysés par sujet. Nos résultats suggérent que les monocytes
ne constituent pas un réservoir pour le VIH-2. Ceux-ci restent concentrés dans les lymphocytes
T CD4 ou I’ADN viral était quantifiable. La distribution du réservoir dans les sous-populations
CD4 est différente de celle décrite habituellement chez le sujet VIH-1 majoritairement localisée
dans les TCM, rapportée également pour I’infection atténuée et productive chez le Sooty
mangabey (Paiardini et al. 2011), mais également dans notre etude chez les LTNP HLA-B*27
ou B*57 (Descours et al. 2012) et les Elite Controller. L’infection limitée des TCM pourrait
suggérer une forme de protection et de faible pathogénicité du virus mais n’était liée ni a
I’expression d’un quelconque HLA comme dans le VIH-1, ni a ’expression plus faible du
CCR5 comme dans le modéle du Sooty Mangabey (Paiardini et al. 2011). En effet, I'expression
de CCR5 sur les lymphocytes T CD4™ mémoire suivait un gradient progressif classique, plus

faible sur les TCM que les TTM sans différence significative, comme observé dans I'infection
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a VIH-1, alors que I'expression de CCR5 augmente de fagon normale sur les lymphocytes T
CD4 activés des sujets infectés par le VIH- 2. Le role possible de Blimp-1 dans les TCM, tel
que rapporté pour les LTNP (de Masson et al.) a été exclu, puisque le VIH-2 ne posséde pas de
sites de liaison a ce répresseur transcriptionnel comme décrit dans le VIH-1 (Michaels et al.
2015; de Masson et al. 2014).

L’analyse transcriptomique en multiplex d’une centaine de génes des corécepteurs et
facteurs de restriction a montré que la distribution du réservoir pourrait étre liee a la
surexpression du géne CXCR6 dans les TTM et a la sous-expression de TRIM5a. Cette
expression de CXCR6 a été confirmée au niveau protéique et pourrait jouer un réle puisque
CXCRG6 a été décrit comme un récepteur alternatif du VIH-2 mais pas pour le VIH-1 (Blaak et
al. 2005; Heredia et al. 1997; Owen et al. 1998). La fonction de corécepteur pourrait s’exercer
uniquement chez les lentivirus faiblement pathogenes (Wetzel et al. 2018). L’expression de
TRIMb5a ne semble pas jouer un role identique dans cette distribution du réservoir puisqu’il n’y
a pas de différence au niveau protéique. En effet, TRIM5a agit comme un puissant facteur de
restriction pour le SIV mais pas pour le VIH-1 alors que la trés forte ressemblance structurale
au niveau des protéines de capside entre SIV et VIH-2, montrant des niveaux élevés de
sensibilité 8 TRIM5a (Takeuchi et al. 2013), aurait pu le suggérer.

En conclusion, 1’analyse de la distribution des réservoirs du VIH-2 dans les cellules

mononucléées du sang périphérique des adultes infectés par le VIH-2 montre :

- Une absence d'infection dans les monocytes, qui pourrait traduire une mauvaise

adaptation de ce virus dérivé du SIV au compartiment myéloide.

- Un faible niveau d’infection des TCM par le VIH-2 qui semble refléter 1’expression
cellulaire du corécepteur CXCRG6 et des facteurs de restriction agissant sur le VIH-2, mais pas

sur le VIH-1. Ceci suggeére que le VIH-2 serait moins adapté aux TCM par rapport aux TTM.

L'ensemble de nos résultats suggérent que cette distribution particuliére des réservoirs
du VIH-2, similaire a celle observée chez le Sooty mangabey et les LTNP de type HLA-B*27
ou 57, pourrait étre caractéristique de la faible pathogénicité encore mal comprise de I'infection
a VIH-2 et étre liée a des facteurs clés de I'note.
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Abstract

The low pathogenicity and replicative potential of HIV-2 are still poorly understood. We
investigated whether HIV-2 reservoirs might follow the peculiar distribution reported in mod-
els of attenuated HIV-1/SIV infections, i.e. limited infection of central-memory CD4 T lym-
phocytes (TCM). Antiretroviral-naive HIV-2 infected individuals from the ANRS-CO5 (12
non-progressors, 2 progressors) were prospectively included. Peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) were sorted into monocytes and resting CD4 T-cell subsets (naive [TN],
central- [TCM], transitional- [TTM] and effector-memory [TEM]). Reactivation of HIV-2 was
tested in 30-day cultures of CD8-depleted PBMCs. HIV-2 DNA was quantified by real-time
PCR. Cell surface markers, co-receptors and restriction factors were analyzed by flow-
cytometry and multiplex transcriptomic study.

HIV-2 DNA was undetectable in monocytes from all individuals and was quantifiable in
TTM from 4 individuals (median: 2.25 log, copies/10° cells [IQR: 1.99-2.94]) butin TCM
from only 1 individual (1.75 logs, copies/10° cells). HIV-2 DNA levels in PBMCs (median:
1.94logy, copies/10® PBMC [IQR = 1.53-2.13]) positively correlated with those in TTM (r =
0.66, p=0.01) but not TCM. HIV-2 reactivation was observed in the cells from only 3 individ-
uals. The CCR5 co-receptor was distributed similarly in cell populations from individuals and
donors. TCM had a lower expression of CXCR6 transcripts (p = 0.002) than TTM confirmed
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by FACS analysis, and a higher expression of TRIM5 transcripts (p = 0.004). Thus the low
HIV-2 reservoirs differ from HIV-1 reservoirs by the lack of monocytic infection and a limited
infection of TCM associated to a lower expression of a potential alternative HIV-2 co-recep-
tor, CXCR6 and a higher expression of a restriction factor, TRIM5. These findings shed new
light on the low pathogenicity of HIV-2 infection suggesting mechanisms close to those
reported in other models of attenuated HIV/SIV infection models.

Author summary

HIV-2 induces a still poorly understood attenuated infection compared to HIV-1. We
investigated whether this infection might follow peculiarities associated with other models
of attenuated HIV-1/SIV infection, i.e. a limited infection of a key subset of memory CD4
T lymphocytes, the central-memory ones (TCM). Thus we studied the infection rates in
peripheral blood cells from 14 untreated HIV-2 infected individuals from the ANRS-CO5
HIV-2 cohort, and found; 1) a lack of infection of monocytes, 2) extremely low infection
in central-memory CD4+ T lymphocytes while HIV-2 predominated in the transitional-
memory cells, 3) a poor replicative capacity of HIV-2 in individuals cells. We then investi-
gated the cellular expression of a hundred-host genes potentially involved in HIV-2 con-
trol. We found in individuals’ TCM cells, compared to TTM ones, a lower expression of
CXCRS, a potentially alternative co-receptor of HIV-2 but not of HIV-1, and a higher
expression of TRIM50, a restriction factor to which HIV-2 is more sensitive than HIV-1.
Altogether our findings shed new light on the low pathogenicity of HIV-2 suggesting
mechanisms close to those reported in other models of attenuated HIV/SIV infection
models.

Introduction

Human Immunodeficiency type 2 virus (HIV-2) is a Lentivirus responsible for a less patho-
genic infection than HIV type 1 virus (HIV-1), characterized by slow clinical progression, pro-
longed maintenance of CD4 lymphocytes counts, and a high proportion of untreated
individuals with undetectable plasma viral load (pVL) [1-3].

HIV-2 infection has indeed peculiar epidemiological, clinical, virological and antiretroviral
susceptibility characteristics that distinguish it from HIV-1 infection [1-9]. The much slower
CD4 T-cell decline [10] is in line with a preserved thymic function [11] but contrasts with the
in vitro cytopathogenicity [12] and a relationship between CD4 T-cell depletion and immune
activation that appears to be similar to that observed during HIV-1 infection [13, 14]. A main
characteristic of HIV-2 infection, concentrated in Western Africa where it is presumed to
infect up to 1-2 million people [15], is the low-level of circulating virus at all stages of the dis-
ease, responsible for the reduced transmissibility [16]. However, the pathophysiological mech-
anisms explaining these lower viral loads compared to HIV-1 remain little explored. Though
close to HIV-1, HIV-2 shares only nearly 30-40% and 60% homology with HIV-1 in the Env
and the Gag and Pol sequences, respectively [17], while almost identical to SIV of sooty man-
gabeys (sm) [18]. Robust polyfunctional anti-HIV-2 T cell responses have been associated with
lower levels of viral replication, suggesting an active immune control of HIV-2 [19-23] with
strong NK cells cytotoxic activity [24], comparable to what is observed in HIV-1 infected Elite
Controllers. In addition, although HIV-2 uses the same CCR5 and CXCR4 co-receptors as
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HIV-1 [25-27], it seems to use in vitro a broader spectrum of alternative co-receptors (CCR1
to CCR8, CXCR6 (BONZO), GPR15 (BOB), GPRI, APJ, CX3CR1 (V28), CXCR5 and RDC1)
[26-32]. Among those CXCR6 might be a more plausible HIV-2 co-receptor as it is preferen-
tially used in aviraemic HIV-2 infected patients [33] as well as by non-pathogenic lentiviruses
[34]. It also differs from HIV-1 for its susceptibility to restriction factors, as SAMHDI [35] is
not active on HIV-2, while TRIM5a, the well-known SIV restriction factor was also recently
shown to limit HIV-2 but not HIV-1 production in human cells [36-38]. In addition, whether
HIV-2 is sensitive to other factors such as Blimp-1, an HIV-1 restriction factor newly discov-
ered by our group and others [39], remains unknown.

Therefore, although HIV-1 and HIV-2 infections appear to follow the same basic patho-
genic mechanisms, during natural HIV-2 infection, the lower viral production, lower CD4
T-cell decline and slower progression to disease indicate a more favorable host-pathogen bal-
ance than during in HIV-1 infection. HIV-2 seems to be able to spread and build a reservoir of
infected cells like HIV-1. HIV-2 DNA levels in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
are equivalent to those measured in HIV-1 infected individuals with similar CD4 cell counts
[40-43]. The divergence between the levels of viral DNA in PBMCs and of plasma RNA
between HIV-2 and HIV-1 infection suggests a scenario with a first phase of active virus repli-
cation during primary infection, during which the viral reservoirs are established, followed by
a second phase of viral replication control. Indeed, active infection in the early stages of HIV-2
infection is also suggested by the high immune activation and peripheral plasmacytoid den-
dritic cell (pDC) depletion found in different studies [13, 44]. However, the control of HIV-2
replication might occur soon enough before immune functions are definitively damaged.

During HIV-1 infection, the latent reservoir of integrated but inducible HIV-1 predomi-
nantly takes place in resting central-memory T (TCM) lymphocytes CD4 [45, 46] and in few
monocytes/macrophages [47, 48]. Conversely, in the classical sooty-mangabey model of atten-
uated SIV infection, the TCM reservoirs are limited compared to more differentiated cells and
this is related to low CCR5 co-receptor expression [49]. Supporting the low TCM infection
level as a hallmark of reduced pathogenicity, the TCM from HIV-1 infected Long Term Non
Progressors (LTNP) with the protective HLA-B*27 or B*57 alleles are also less infected than
transitional-memory CD4-T-cells (TTM) [50]. In addition, a similar low TCM cell contribu-
tion to the HIV-1 reservoirs is characteristic of HIV-1 infected post-treatment controllers [48].
Nevertheless, whether the same peculiar reservoir distribution in resting CD4+ memory T
cells is true in the low pathogenic HIV-2 infection remains unknown.

To define better the characteristics of the HIV-2 reservoirs, we analyzed the latent and
inducible blood reservoir of HIV-2 and its distribution among CD4+ peripheral blood cells
from individuals followed in the French ANRS HIV-2 CO5 cohort [51] whose adaptive and
innate immune responses are being characterized in the context of the ongoing Immunovir
reservoir study [20, 52]. We particularly investigated whether monocytes are infected in vivo
and tested the hypothesis of a limited infection of TCM, like in non-pathogenic SIVsm infec-
tion or in the non-progressive HIV-1 infection of HLA-B*27" or B*57" LTNPs.

Results
Characteristics of studied HIV-2 infected individuals

This HIV-2 reservoir study was performed on PBMC from 14 HIV-2 infected individuals
from the ANRS-CO5 HIV-2 Cohort, identified as non-progressors (n = 12) according to our
previous studies [51] or progressors (n = 2), and defined in material and method section.
These individuals were previously described in Angin et al. and Lucar et al. [20, 52]. As
described in Table 1, 8 out of 14 (57%) were women and except for individual 11, all donors
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Table 1. Participants characteristics.

Participants | Gender | Age | CD4T-cell| Timesince | Ultra Sensitive | HIV-2 DNA | HIV-2DNA | HIV-2| HLA-A  HLA-B | HLA-C| Geographic
(years) | Counts diagnosis Viral Load (copies/10° (logyo group Origin
(cells/mm?®) (years) (copies/mL PBMC) copies/ 10°
plasma) PBMC)
1 M 52 891 11.3 <1 131 212 B 02/03 | 49/57 | 07/18 Ivory Coast
2 M 53 1228 17.6 <1 170 223 Al 23/23 | 07/14 | 07/08 Guinea Bissau
3 F 52 604 25.6 19 139 2.14 B 02/23 | 15/52 | 02/16 | Guinea Conakry
4 M 57 1090 23 ND 107 2.03 Al 23/34 | 53/53 | 04/04 Ivory Coast
5 F 34 1212 12.5 5.6 88 1.94 Al 03/26 | 58/58 | 03/07 Gambia
6 F 50 1776 8.8 <1 53 1.73 B 68/68 | 07/52 - Ghana
7 F 39 1036 12.7 <1 53 1.73 B 03/03 | 35/53 | 04/04 Ivory Coast
8 F 48 859 9.2 ND 40 1.60 B 34/34 | 15/53 | 02/04 | Guinea Conakry
9 F 49 895 113 <1 28 1.45 B 02/68 | 15/51 | 14/16 Ivory Coast
10 F 54 1118 27.2 24 10 0.99 B 03/74 | 14/15 | 07/08 | Guinea Conakry
11 M 59 1300 8.8 <1 <7.5 <0.88 NA 01/29 | 44/57 | 06/16 Colombia
12 M 44 707 20.5 1.3 187 227 A 03/23 | 35/53 | 04/04 Ivory Coast
13# F 43 858 22.7 <1 10 1.00 NA 1/33 15/35 | 04/14 Ivory Coast
14# M 70 502 7.4 58 127 2.10 A 02/02 | 27/53 | 02/04 | Guinea Conakry
Median 51 966 12.6 1 705 (88%) | 1.84 (1.94%)
[IQR 25-75%) [44-55] | [820-1216] = [9.1-22.8] [1-4] [34-135]* | [1.53-2.13]

# progressors individuals; ND: Not Done; NA: Not Amplifiable;
* in individuals with detectable HIV-2 DNA

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.t001

were from Western Africa. At inclusion, the median age was 51 [IQR: 44-55] years; the
median duration of known infection was 12.6 [IQR: 9.1-22.8] years and median CD4 T-cell
count was 966 cells/uL [IQR: 820-1216]. Four individuals displayed an HLA-B*27, B*57 or
B*58 allele. Five individuals had detectable pVL under the limit of quantification (LOQ) at 1.3,
2.4,5.6,19, and 58 copies/mL using an ultrasensitive assay. HIV-2 viral group was A in 5 indi-
viduals, B in 7 individuals, and not available because of amplification failure for the two
remaining individuals. Median total HIV-2 DNA in PBMCs was above the LOQ in 13 individ-
uals with a median of 1.94 log;, copies/lO6 PBMC [IQR: 1.53-2.13] for a median total DNA
amount analyzed per PCR well of 463 ng [IQR: 328-608]. HIV-2 DNA levels did not differ
between the four HLA-B*27, B*57 or B*58 individuals 2.02 log; copies/ 10° PBMC [IQR:
1.15-2.12] and the others 1.73 log;o copies/10° PBMC [IQR: 1.34-2.16] (p = 0.94).

Distribution of CD4 cells subsets and CCR5 expression in HIV-2 infected
individuals

The proportions of activated CD4 T-cells (Fig 1A) or monocytes were not significantly different
in HIV-2 infected individuals compared to HIV-negative donors (D). Similarly, there were no
significant differences between the proportions of TN (CD45RA+CCR7+CD27+ cells: 46.76%
vs 35.72%) compared to HIV-negative D, However, differences were observed for TCM
(CD45RA-CCR7+CD27+ cells: 18.63 vs 33.01%; p = 0.001), TTM (CD45RA-CCR7-CD27

+ cells: 21.25% vs 12.87%; p = p = 0.001), TEM (CD45RA-CCR7-CD27- cells: 6.08% vs 13.94%;
p =0.001) (Fig 1B) subsets among CD4 T-cells compared to HIV-negative D. In addition, no
differences were observed when comparing the frequencies of subsets among resting CD4
T-cells from the HIV-2 infected individuals to those of 8 HIV-1 infected ALT Elite Controllers
(ALT EC) (Fig 1C). The surface expression of CCR5 did not differ between HIV-2 infected
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Fig 1. A) Percentage of activated CD4 T lymphocytes (left panel) of 14 HIV-2 infected subjects (dots) compared to 7
donors (D) (squares). Each symbol represents a subject and the medians are shown. B) The repartition of resting CD4
T-cell subsets was assessed in 14 HIV-2 infected subjects (dots) and in 7 donors (D) (squares). The analyzed resting
CD4+ subsets are: naive (TN; CD45RA+CCR7+CD27+) central-memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27+)
transitional memory (TTM; CD45RA-CCR7-CD27+) and effector-memory cells (TEM; CD45RA-CCR7-CD27-).
Each symbol represents a subject and the medians are shown. C) Resting CD4 T-cell subsets of 7 HIV-2 infected
subjects (dots) compared to 8 HIV-1 infected Long-Term-Non-Progressors (ALT) (triangles). The analyzed resting
CD4+ subsets are TN, TCM, TTM and TEM. Each symbol represents a subject and the medians are shown. D)
Expression of CCR5 on CD4 T-cells activated and resting CD4 T-cells from 7 HIV-2 infected subjects (dots) compared
to 7 donors (D) (squares). Each symbol represents a subject and the medians are shown.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.9001

individuals and in D in activated or resting CD4 T-cells (Fig 1D) nor on the various resting
CD4 T-cell subsets (S1 Fig).

Preferential distribution of HIV-2 reservoirs in CD4+ TTM and lack of
monocyte HIV-2 infection

The distribution of total HIV-2-DNA was quantified in various populations sorted from the
PBMC of the 14 individuals. Cells were sorted into CD3-CD4-CD14+ Monocytes, CD25
+CD69+HLADR+ activated CD4 T-cells and CD25-CD69-HLADR- resting CD4 T-cells sub-
sorted into TN, TCM, TTM, and TEM. After sorting, HIV-2 DNA was quantified in median
total DNA 312 ng [IQR: 171-559]. Regarding the TEM cell subset, as could be expected; the
number of sorted TEM cells tested for HIV-2 DNA quantification was lower than other subsets
in most patients and DNA levels were below 200 ng/PCR in 12 out of 14 individual samples
(S1 Table).

HIV-2 DNA was consistently undetectable among the median 1.36 million [IQR: 0.88-
1.71] monocytes sorted from each individual. In contrast HIV-2 DNA was detectable in acti-
vated and resting CD4 T-cells from 10 and 11 individuals, respectively (Fig 2) but were quanti-
fiable only in the resting CD4 T-cells from a single individual (Pt) (Pt 1: 1.47 log; copies/ 106
cells). Finally, HIV-2 DNA could be quantified only in the TTM from four individuals (Pt 2; Pt
3; Pt 8; Pt 14 with 2.25,2.25, 1.90, and 3.17 logy, copies/10° cells respectively) (S1 Table), while
in the TCM from only one individual (Pt 1; 1.75 log, copies/ 10° cells) (S1 Table). However,
no significant difference was observed between TTM and TCM qualitatively (p = 0.37) or
quantitatively (p = 0.1). Overall, these low circulating HIV-2 DNA levels were quantifiable in
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Fig 2. The distribution of total HIV-2 DNA was quantified in various sorted populations from peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from 14 HIV-2 infected subjects. Total HIV-2 DNA quantification in CD3-CD4-CD14
+ Monocytes, CD25+CD69+HLADR+ activated CD4 T-cells and CD25-CD69-HLADR- resting CD4 T-cells sub-
sorted into: naive (TN; CD45RA+CCR7+CD27+) central-memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27+) transitional
memory (TTM; CD45RA-CCR7-CD27+) and effector-memory cells (TEM; CD45RA-CCR7-CD27-). Results are
expressed as the log;o HIV-2 DNA copies per million cells, and medians are shown. Each symbol represents a subject.
Filled symbols show quantifiable DNA detection. The limit of detection (LOD) of the HIV-2 DNA assay is 3 copies/
PCR and the limit of quantification (LOQ) is 6 copies/PCR.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.9002

CD4 subsets from only 5 of the 14 individuals tested, 2 of whom only having also quantifiable
plasma viremia. The two individuals with the highest ultrasensitive pVL (58 and 19 copies/
mL) also had detectable TTM reservoirs, the third was untested, the fourth was undetectable.
HIV-2 DNA levels in TTM cells showed a trend towards a correlation with the TCM infection
levels (p = 0.05; r = 0.54) (Fig 3A) and were correlated to HIV-2 total DNA in PBMC (p = 0.01;
1 =0.66) (Fig 3B) while HIV-2 DNA levels in TCM were not (Fig 3D). Of note HIV-2 DNA
levels in TTM were not correlated to the TTM cell numbers in the peripheral blood (Fig 3C).
This preferential HIV-2 DNA distribution among resting CD4 TTM cells was not associated
with the hosts’ HLA-B*27, *57 or B*58 alleles. We then evaluated the relative contribution of
each subset to the whole pool of infected resting CD4 T-cells by taking into account the infec-
tion level and the frequency in blood of each subset (Fig 4), showing that the TTM subset con-
tributed to 46% of the total infected resting CD4 T-cell pool and the TCM only to 33% (Fig 4).
However, no significant difference, in term of contribution, was observed between TTM and
TCM (p = 0.108).

Poor inductibility of HIV-2 in CD4+ peripheral blood cells

The capacity to induce HIV-2 replication from CD8-depleted cells was evaluated after strong
TCR stimulation by anti-CD3/anti-CD28 coated beads, IL-2, IL-7 and IL-15; and allogeneic
cells at DO of culture. The production of HIV-2 RNA was detected in 3 of the 11 tested samples
between D3 and D15 in supernatants with low levels ranging between 2 and 3 log;, HIV-2 RNA
copies/mL (Fig 5A). Interestingly, the three individuals from whom HIV-2 was inducible in
vitro had the highest levels of HIV-2 DNA quantified in TTM (Pt 3 and Pt 8) or in TCM (Pt 1).

In order to better understand such low virus production, we analyzed the expression of the
CCR5 co-receptor during culture. As expected (Fig 5B), CCR5 expression increased steadily
from D3 to D14 in CD4 T-cells from HIV-2 infected individuals reaching even higher levels
than in D.
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Fig 3. Relationship between cell-associated HIV-2 DNA in transitional memory T cells (TTM; CD45RA-CCR7-CD27
+) and A) cell-associated HIV-2 DNA in central-memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27+) and B) cell-associated
HIV-2 DNA in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and C) transitional memory T cells (TTM;
CD45RA-CCR7-CD27+) numbers in the peripheral blood. D) Relationship between cell-associated HIV-2 DNA in
central-memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27+) and in in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Fourteen
HIV-2 infected subjects are represented. Each symbol represents a subject. Correlations were determined with
Spearman’s rank test.

https:/doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.9003

Distribution of HIV-2 DNA among memory CD4 cell subsets is associated
with an imbalance in TRIM5 and CXCR6 gene expression
In order to better understand the determinants of the atypical distribution of HIV-2 reservoirs

among memory CD4 T-cells we performed a broad multiplex transcriptional profiling analysis
0f 96 genes in each resting CD4 T-cell subset (TN; TCM; TTM; TEM) and monocytes sorted
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Fig 4. The CD4 T-cell subsets contribution to the resting HIV-2 reservoir considering both infection levels and
frequency. Resting CD4 T-cells: naive (TN; CD45RA+CCR7+CD27+) central-memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27
+) transitional memory (TTM; CD45RA-CCR7-CD27+) and effector-memory cells (TEM; CD45RA-CCR7-CD27-)
are represented from 14 HIV-2 infected subjects. The results are expressed as the median percentage of the resting
CD4 T-cells HIV-2 reservoir, with interquartile range [25%-75%] and minimum and maximum values.

https:/doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.9004
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https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.9005

from the 14 HIV-2 infected subjects PBMC. These genes were mainly related to sensing, inflam-
mation, cytokines, chemokines, interferon signalization pathways, with a particular focus on
the putative alternative HIV-2 co-receptors like CXCR6 (S2 Table) and restriction factors such
as TRIM5a: and Blimp-1. We first excluded that Blimp-1 could act as an HIV-2 restriction factor
by analyzing the HIV-2 LTR sequences. In contrast to HIV-1, they do not contain any Blimp-1
binding sites. Then a principal-component analysis (PCA) of the multiplex transcriptional raw
data (Fig 6) allowed us to distinguish monocytes from all resting CD4 T-cell subsets. Among
the latter the TEM cells displayed a different gene profile, characteristic for more advanced dif-
ferentiation compared to the three other TN, TCM and TTM populations.

PCA (52 4%)

%_L

211 9%

pC

137 A4 91 88 45 22 01 24 47 4
PCE1 354%

Fig 6. Transcriptomic analysis: A broad multiplex transcriptional profiling analysis of 96 genes was performed in
monocytes (CD3-CD4-CD14+) and resting CD4 T-cells subsets: Naive (TN; CD45RA+CCR7+CD27+) central-
memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27+) transitional memory (TTM; CD45RA-CCR7-CD27+) and effector-
memory cells (TEM; CD45RA-CCR7-CD27-) from 14 HIV-2 infected subjects. A principal component analysis
(PCA) plot representation of gene expression profile in each population is shown.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.9006
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As HIV-2 DNA was detectable only in the TTM and TCM subsets, we focused our analysis on
these two subsets. Among the 96 genes studied only four genes significantly differed between
those two subsets. CXCR®, a putative alternative HIV-2 co-receptor and IL-22, an inflammatory
cytokine, were 94 (p = 0.002) and 37-times (p = 0.028) more expressed in TTM than in TCM. In
contrast, TRIM50, a SIV/HIV-2 potential restriction factor for HIV-2 but not HIV-1, and TP53,
a tumor suppressor, were 35-times (p = 0.004) and 2-times (p = 0.034) less expressed in TTM
than in TCM (Fig 7). However, the significances observed for these four genes were lost after
FDR correction. The same analyses done on sorted cells from the 4 donors with the same African
origin (West Africa) did not show differences compared to the infected subjects

Imbalance in CXCR6 and TRIM5a protein expression between TCM and
TT™

In order to further investigate whether the differences in CXCR6 and TRIMS5 gene expression
could be observed at the protein level in CD4 T-cell subsets, we performed an additional flow
cytometric analysis of CXCR6 cell surface and TRIM5¢: intra-cellular expression in CD4 T-cell
subsets from 12 HIV-2 infected individuals, and from 9 donors (D) (4 French and 5 West-
African (A)).

We first observed that TCM display less CXCR6+ cells than TTM with a highly significant
difference (median 2.8% versus 4.3%, respectively; p = 0.001) (Fig 8A). This difference is also
observed in HIV-2 patients with a significant difference (median 2.1% versus 3.9%, respec-
tively; p = 0.005). These differences followed the known CCRS5 gradient between TCM and
TTM with approximately one third of CXCR6+ TCM and TTM cells displaying CCR5.

As TRIM50. expression among CD4 T-cells had never been examined to our knowledge by
flow cytometry either in normal or in HIV-infected individuals, we first developed an intra-
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Fig 7. Transcriptomic analysis: A broad multiplex transcriptional profiling analysis of 96 genes was performed in
monocytes (CD3-CD4-CD14+) and resting CD4 T-cells subsets: Naive (TN; CD45RA+CCR7+CD27+) central-
memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27+) transitional memory (TTM; CD45RA-CCR7-CD27+) and effector-
memory cells (TEM; CD45RA-CCR7-CD27-) from 14 HIV-2 infected subjects. The relative expression of CXCR6,
TRIMS5, IL22 and TP53 in resting CD4 T-cells subsets. A two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used
to compare cell subsets frequencies, CXCR6, TRIM5, IL22 and TP53 expression within TCM and TTM.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.9007
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Fig 8. Flow-cytometry analysis of CXCR6 and TRIM50. proteic expression in TCM and TTM CD4+ T cells Flow
cytometry analysis of central-memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27+) and in transitional memory (TTM;
CD45RA-CCR7-CD27+) CD4+ T-cells subsets from 12 HIV-2 infected subjects (open triangle), 4 donors (D) (open
dot) and 5 West-African donors (AD) (open squares) showing the A) Cell surface expression of CXCR6. B) Mean
fluorescence intensity (MFI) of intra-cellular TRIM5c. after subtracting the secondary immunoglobulin MFL. Each
symbol represents a subject and the medians are shown.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007758.g008

cellular indirect staining of TRIM5a. that showed a weak but highly reproducible expression
on all CD4 T-cells and all subsets (S2 Fig). The mean fluorescence intensities were similar in
CD4 T-cells from HIV-2 infected and D. We then focused on the comparison between TCM
and TTM but found no significant differences in TRIM5a. expression between TTM and TCM
cells, even after subtracting the secondary immunoglobulin MFI (median MFI = 239 and 263,
respectively) (Fig 8B).

Discussion

Our study provides the first immunological characterization of the HIV-2 peripheral blood
cell reservoirs in individuals infected by HIV-2 with a poorly productive HIV-2 infection and
a slow or absent disease progression. This analysis, despite of limited samples size, clearly dem-
onstrates that HIV-2 reservoirs have different characteristics from the HIV-1 reservoirs by a
total lack of monocytic infection and a strong trend towards a predominance of the infection
in TTM instead of TCM cells. This later point might reflect the differential expression of
CXCRG6 an alternative HIV-2 co-receptor, and of the restriction factor Trim50. among those
two CD4 memory cells subsets.

Overall, these HIV-2 infected individuals had low circulating HIV-2 DNA levels, quantifi-
able in only 5 of the 14 individuals tested. HIV-2 was reactivable in vitro in PBMCs from only
3 individuals samples but this weak in vitro growth was not related to the HIV-2 DNA burden.
This low HIV-2 in vitro production did not reflect a bias in the assay we used. Indeed since the
HIV-2 DNA amounts were low and the replication cycle of HIV-2 is longer than that of HIV-
1, the assay was adapted by culturing for 30 days culture instead of the 6-14 days as for HIV-1
[47, 48, 50] and by adding allogeneic feeder cells to the strong T cell stimuli used for HIV-1
cultures. Our results confirm the known low productivity of HIV-2 but might reflect the indi-
viduals’ characteristics, as 12 out of the 14 individuals were non-progressors and the two indi-
viduals with progressive disease requiring initiation of antiretroviral therapy had the same low
level of HIV-2 reservoirs and limited in vitro reactivation for one tested individual. This sug-
gests that pathogenicity might be independent from the HIV-2 growth in human PBMCs.

Two key points emerged when analyzing the distribution of HIV-2 DNA among the various
mononuclear subsets. First, HIV-2 DNA was never detectable among individuals’ monocytes,
while several studies show that these cells are infected, although at low frequencies, by HIV-1
[47, 48, 50]. We cannot entirely exclude that such inability to detect HIV-2 DNA in monocytes
might reflect the low-levels of HIV-2 reservoirs but this key point did not reflect a paucity of
monocytes tested since we analyzed about 1 million monocytic cells per individual, an amount
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that was far above the sorted CD4 T-cell numbers in which we detected HIV-2. This means
that if monocytes were infected by HIV-2, it would be with a frequency lower than one ina
few million cells. The lack of HIV-2 infection we detected ex vivo in individuals monocytes
point had never been reported so far. It is surprising when considering that HIV-2 expresses
vpx, a regulatory protein which counteracts the restriction factor SamHD1 at least when intro-
duced within a pseudotyped virus [53]. However, it is in accordance with the lack of in vitro
HIV-2 infection in cultured monocytes-derived dendritic cells [54]. Although we had no
access to tissue samples and cannot extrapolate to macrophage infection, our results demon-
strate that monocytes do not constitute a reservoir for HIV-2, which is purely concentrated
among CD4 T lymphocytes at least in the peripheral blood. Furthermore, one of the intrinsic
limitations of this study could be the limited amount of cells in some subsets, especially in
TEMs that were rare in those non-progressors. However, in most cases the amount of DNA
was sufficient to validate the assay.

The second major point is that the distribution of HIV-2 reservoirs among memory CD4 T
cell subsets differ from the usual reservoir distribution observed in HIV-1 infection and sug-
gest our working hypothesis of a limited reservoir in TCM is in line with what reported in the
sootey-mangabey model of attenuated though productive SIV,, infection [49], as well as, with
our own group’s description of a relative TCM subset protection in HIV-1 infected LTNPs
bearing the protective HLA-B*27 or B*57 alleles [50] or in post-treatment HIV controllers
[48]. Altogether these results suggest the relative protection of TCM cells might be an attribute
of low pathogenicity models of the HIV/SIV infections.

Our mechanistic exploration first showed such atypical reservoir distribution was totally
unrelated to the HLA alleles associated with HIV-1 non-progression, in line with the fact that
no clear HLA alleles had been related to HIV-2 non-progression. These characteristics also did
not reflect a particular distribution of CCR5, as reported in the sm model [49]. Indeed CCR5
expression followed here-in the same progressive gradient of expression among memory CD4
T-cells, with a slightly lower expression on TCM than on TTM, as observed during HIV-1
infection while the CCR5 expression normally increased on activated CD4 T-cells from HIV-2
infected individuals. We also excluded a possible role of Blimp-1 in TCM as reported in Elite
Controllers since HIV-2 has no binding sites to this transcriptional repressor acting on HIV-1
[39, 55]. Instead the multiplex transcriptional exploration of a hundred genes including co-
receptors, restriction factors or various ISGs clearly demonstrated that two molecular mecha-
nisms might play a role in this preferential distribution of the HIV-2 cellular reservoir. First, a
significantly lower expression of the CXCR6 gene in TCM than in TTM, which was confirmed
at the protein level, might contribute to the peculiar HIV-2 distribution, as CXCR6 has been
proposed as an alternative co-receptor for HIV-2 but not HIV-1 [33]. Indeed, several studies
reported the use in vitro of a broader spectrum of alternative co-receptors by HIV-2 [33, 56,
57] with contradictory findings regarding the association between the use of these several pos-
sible alternative co-receptors and the HIV-2 pathogenicity. Furthermore, the CXCR6 usage
has been recently shown to characterize non-pathogenic lentiviruses [34] and that the CXCR6
usage is abrogated by a proline at position 326 of the gp105 V3 loop. Interestingly, among the
259 HIV-2 gp105 sequences available from the ANRS-HIV-2 cohort, none of them displayed a
proline at this position (C Charpentier and F Brun-Vezinet, personal communication). Thus,
our data reinforce the findings that the CXCR6 expression may contribute, among other
things, to the attenuation of HIV-2 infection. Second, a significantly higher expression of the
TRIM5a gene in TCM compared to TTM might also contribute to this distribution, although
the transcripts differences in the HIV-2 infected individuals population and do not reach sig-
nificance in controls and are not detectable at the proteic level. Indeed TRIM50 acts as a
potent restriction factor for SIV but not for HIV-1. Thanks to the close similarity between
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SIVsm and HIV-2, all HIV-2 capsid sequences express high levels of susceptibility to
hTRIMS50. [58], a property that might contribute in part to the lower replication in TCM com-
pared to TTM. Altogether the CXCR6 characteristics and, though at a lesser level, the Trim50.
ones, might contribute to modify the susceptibility to infection of the various memory CD4 T-
cell compartments to HIV-2 compared to HIV-1.

In conclusion, two series of attributes characterize the distribution of the HIV-2 reservoirs
among peripheral blood mononuclear cells of non or slow-progressing HIV-2 infected indi-
viduals. First, the lack of HIV-2 infection in monocytes suggests that this SIV-derived virus is
poorly adapted to the myeloid compartment. Second, the low HIV-2 infection of central-mem-
ory CD4 T-cells appears to reflect the cellular distribution of the CXCR6 co-receptor and of
restriction factors proposed to act on HIV-2 but not on HIV-1, suggesting HIV-2 might also
be less adapted to human central-memory CD4 T cells than to transitional-memory ones.
Altogether our findings suggest this peculiar distribution of the HIV-2 reservoirs might be
related to key host factors, thus shedding new light on the still poorly understood low pathoge-
nicity of the HIV-2 infection.

Materials and methods
Ethics statement

This study was conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki.
The study was approved by the ethics committee (i.e., Comité de Protection des Personnes of
Ile de France XI). All study participants were adults and provided written informed consent
for the collection of samples and subsequent analyses.

Participants

Study was conducted in 14 HIV-2 infected individuals, 12 HIV negative donors and 8 HIV-1
infected LTNPs.

They were 14 participants of the ANRS IMMUNOVIR-2/RESERVOIR study (part of the
French ANRS HIV-2 CO5 cohort) which included asymptomatic treatment-naive individuals
infected with HIV-2 infection alone, divided in two groups non progressors (n = 12) (HIV-2
diagnosis since at least 8 years, with at least three CD4 cell count or pVL measures during the 5
last years, CD4 cell count >500/pl since at least 5 years without a rapid decrease CD4 cell
count slope (i.e. >50 cells/year) during the 3 last years) [51]: and progressors (n = 2) (with
CD4 cell count <350/l or rapid CD4 cell count slope decrease (i.e. >50 cells/year) during the
3 last years or CD4 cell count <500/pl for at least 36 months or CD4 cell count <500/ul and
HIV-2 pVL>100 copies/mL) (Table 1); and West-African donors (AD) (n = 5) (i.e. HIV-nega-
tive) served as controls were matched for geographic origin, sex and age.

As controls 8 HIV-1 infected LTNPs from the ANRS-CO15 ALT cohort [50, 59] were
included with the following characteristics: 3/8 women, median age 40 [IQR: 37-44] years,
infected since a median 11 [IQR: 10-13] years, with median CD4 cell counts of 809/uL [IQR:
707-905], pVL of 69 copies/ml [IQR: 49-96] and cell-associated total HIV-1 DNA of 19 copies
[IQR: 13-63] /10° PBMC. In addition 7 donors (D) from the French Blood Bank (Etablisse-
ment Frangais du Sang) were studied.

For all participants, PBMC were isolated by Ficoll density gradient and cryopreserved in
liquid nitrogen until use.
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Ultrasensitive HIV-2 plasma viral load (pVL) quantification

An ultrasensitive pVL method was used. The maximum volume of available plasma was centri-
fuged (23 600 g, 2H). After elimination of the supernatant, the pellet was resuspended in 1mL
of RPMI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), then extracted with the MagNa
Pure LC Total Nucleic Acid (Roche, Mannheim, Germany). The pVL was determined using
the Generic HIV-2 viral load assay (Biocentric, Bandol, France) showing good sensitivity and
accuracy to quantify HIV-2 A and B groups as previously described [60]. Thus, for example, if
the initial total amount of plasma was 10 mL, the LOQ became 4 copies/mL.

HIV-2 viral group and tropism determinations

HIV-2 viral group and tropism were genotypically determined as previously described [61, 62].

Sorting of peripheral blood CD4+ cell subsets

Eighty millions cryopreserved PBMC were thawed with a viability above 80% and were
depleted from CD8 cells using magnetic beads (Miltenyi, Biotec), and a mean of 42 millions
CD8- cells per subject were sorted after staining with the following antibodies: anti-CD3-Paci-
fic Blue, anti-CD4-AlexaFluor700, anti-CCR7-PE-Cyanine7, anti-CD27-APC, anti-
CD69-FITC, anti-HLA-DR-FITC, anti-CD14-BV711 (BD-Bioscience, San-Jose, California,
USA), anti-CD45RA-ECD, anti-CD25-FITC (Beckman-Coulter, Villepinte, France), Live-
Dead blue (Thermo-Fisher, Scientific/Life-Technologies), Sorting was performed as described
[47] on a 5 laser beams FACSAria- (Becton-Dickinson) in a BSL3 (CyPS platform) in order to
separate: CD3-CD4+CD14+ Monocytes, activated CD25+CD69+HLADR+ and resting
CD25-CD69-HLADR- CD3+4+ T cells. Resting CD4+ T cells were sub-sorted in CD45RA
+CCR7+CD27+ Naive (TN), CD45RA-CCR7+CD27+ Central-memory (TCM),
CD45RA-CCR7-CD27+ Transitional-memory (TTM) and CD45RA-CCR7-CD27- Effector-
memory (TEM) T cells, with purity above 95%. The median number of cells collected per sub-
ject was: 1.36, 0.27, 1, 1.36, 0.61, 0.55 and 0.12 million cells for monocytes, activated CD4 T-
cells, resting CD4 T-cells, TN; TCM; TTM and TEM respectively. From each sorted subset an
aliquot of 5,000 to 50,000 cells was cryopreserved for transcriptome analysis and immediately
frozen in dry pellet at -80°C. All remaining sorting cells were used for HIV-2 DNA
quantification.

Quantification of HIV-2 total DNA

PBMC and dried pellets of each sorted fraction were stored at -80°C for HIV-2 DNA quantifi-
cation. For PBMCs, total DNA was extracted from 3 to 5 million cells using the QIAsymphony
DSP DNA mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). For the CD4+ cell subsets, total DNA was
extracted using QIAamp DNA Mini kit (Qiagen) when cells counted more than 500 000 cells
(n =57) and QIAamp DNA Micro kit (Qiagen) when cells counted less than 500 000 cells

(n =41). To normalize HIV-2 DNA quantification, the amount of total DNA in extracts was
determined by quantification of the albumin gene using the LightCycler FastStart DNA Master
Hybprobe kit (Roche) and serial dilutions of Human Genomic DNA (Roche) as standard [63,
64]. HIV-2 DNA was quantified using a real-time PCR assay with a 95% limit of detection
(LOD) of 3 copies/PCR and a limit of quantification LOQ of 6 copies/PCR, showing good sen-
sitivity and accuracy to quantify HIV-2 groups A and B [65]. The number of copies of HIV-2
DNA/ug total DNA was calculated using the extract concentration and the final results were
reported as the number of copies/10° cells. The formula used to convert these results was HIV-
2 DNA copies/ug total DNA 1,000,000/150,000 HIV-2 DNA copies/10° cells [66, 67].
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When the HIV-2 DNA value was not quantifiable but a PCR signal was detectable, the
results were arbitrarily assigned as an estimated value calculated as 50% of the HIV-2 DNA
value, and expressed for one million cells, as done in other reservoir studies [48].

HIV-2 in vitro reactivation assay

An average of 5 millions viable CD8-depleted PBMC from available samples of 11 HIV-2
infected subjects was cultured for 30 days in 10% FCS-supplemented RPMI 1640 medium
after stimulation at day (D) 0 with anti-CD3/anti-CD28 + IL-2 (Sigma) + human recombinant
IL-7 (R&D Systems) using a modified protocol from [47] with addition of IL-15 (Peprotech)
simultaneously to other cytokines and of 5 millions allogeneic feeder CD8-depleted PBMC
from a donor at D13. An average 1.5 million cells were collected at D3, D7, D10, and D14 for
phenotypic analysis. Culture supernatants were collected every three days for HIV-2 viral load
quantification at all time-points as described below. The viral production capacity was mea-
sured by using ultrasensitive pVL as described above and expressed as the ratio between the
levels of HIV-2 RNA copies in supernatants at day of culture and HIV-2 DNA quantified in
the corresponding CD8-depleted cells at DO of culture [50].

Flow cytometry analysis

A phenotypic analysis was performed during cell sorting. Additional phenotypic analyses of
co-receptors and restriction factors were performed ex vivo on thawed PBMC from 7 HIV-2
infected individuals and donors either directly after thawing (DO0) or after cell culture. The DO
cell surface staining was performed on thawed cells with: Fixable Viability-Stain-780, anti-
CD3-BV510, -CD4-BUV395, -CD45RA-PE, -CCR7-PE-Cy7, -CD27-BUV737, -CD25-BV786,
-HLA-DR-BV786, -CD69-BV786, -PD1-APC, -CXCR5-APC-R700, -CCR5-PE for expression
on total CD4 cells or -CCR5-BV650 for expression on cell subsets (Becton-Dickinson). Cells
were analyzed on a Fortessa flow cytometer (Becton-Dickinson) using the FacsDIVA version
6.1.3 software. The CD32, CXCR6 and TRIM50. expression was additionally studied at DO
after staining with: Viability FSV620, anti-CD3-APC-H7, -CD4-BV510, -CD45-RA-FITC,
-CD27-PE-Cy7, -CCR7-APC-R700, -PD1-BB700, -CXCR5-AF647, -CXCR6-BV421,
-CD32-PE (Becton-Dickinson). An indirect intra-cellular staining of TRIM50. was performed
after permeabilization (CytoFix/CytoPerm, Becton-Dickinson). Briefly 1 million thawed cells
were incubated on ice for 15 minutes with 5 pl anti-TRIM50: monoclonal antibody then
washed twice and stained with the anti-IgG PE (both from Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA) then washed and incubated with the viability life-Dead then with CCR7 prior to mem-
brane labeling. Cells were fixed (BD Cellfix) and run on the Gallios 3 Laser flow-cytometer
and analyzed using Fow]Jo (version 10.4.1). Phenotypic analysis was also performed on cul-
tured cells on D3, D7, D10 and D13 using the D0 antibody panel except for -CCR5-BV650 and
run on the Fortessa flow cytometer.

Transcriptome analysis

Total RNA was extracted from each sorted TN, TCM, TTM, TEM and monocytes subset using
a Mirvana kit (Life Technologies), treated with DNAse I (Life Technologies) and checked for
purity on a ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop-Technologies, Wilmington, Delaware,
USA) before reverse transcription and gene-specific pre-amplification were performed (18
cycles). The cDNAs were then preamplified (PreAmp Master Mix, Fluidigm, Les Ulis, France)
treated with exonuclease I (New-England Biolabs, Evry, France) and added to 96 forward and
reverse primers matching genes involved in different pathways specific for T cells (S2 Table).
The sequences of the primer pair oligos were validated in-house [68] or provided by
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DeltaGene (Fluidigm, South San Francisco, CA, USA) or Eurogentec (Eurogentec, Liége, Bel-
gium) (S2 Table). Sample premix (Fast EvaGreen-Supermix; Bio- Rad, Marnes la Coquette,
France) and assay premix were prepared for 96.96 Fluidigm Dynamic arrays (Fluidigm, San
Fransisco, CA, USA). Two 96.96 Dynamic Array primed chips were then loaded and the pre-
amplified prediluted cDNA samples. A real time-PCRs was run on a BioMark HD System for
Genetic Analysis according to the Fluidigm Protocol. Invalid reactions, determined using the
Real-time PCR-Analysis Software (Fluidigm), were treated as missing data. Data analysis of
raw-Cq values were processed with Partek Genomics-Suite (Partek, Saint-Louis, Missouri,
USA) as follows: i) principal-component analysis (PCA) was performed; i) data normalization
was completed by subtracting the value of the house-keeping gene RPS14 to the value of the
target genes, iii) comparisons between TN, TCM, TTM and TEM subsets were done. The dif-
ferentially expressed genes (DEGs) were identified by using the ANOVA program. Genes were
considered differentially expressed if they met the following two criteria: a p-value of 0.05 and
a > 2 fold change.

Statistical analysis

A two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used to compare cell subsets fre-
quencies, CXCR6, TRIM5, IL22 and TP53 expression within TCM and TTM. The Mann-
Whitney test and the Mc Nemar test were used to compare CD4 cells subsets in the different
groups of individuals. Correlations between variables were determined with Spearman’s rank
test. A p value lower than 0.05 was considered as significant. All values given in the text are
medians and [IQR 25-75%]. Transcriptome was analyzed using Partek Genomics- Suite as
above. Multivariate analysis allows analysis of all investigated genes. Multiple comparison cor-
rection was performed using a FDR of 0.05 [69].

Supporting information

S1 Fig. Expression of CCR5 on resting CD4+ T subsets: Naive (TN; CD45RA+CCR7
+CD27+) central-memory (TCM; CD45RA-CCR7+CD27+) transitional memory (TTM;
CD45RA-CCR7-CD27+) and effector-memory cells (TEM; CD45RA-CCR7-CD27-). Seven
HIV-2 infected subjects (dot) were compared to 7 donors (D) (square). Each symbol repre-
sents a subject and the medians are shown.

(TIF)

S2 Fig. Histograms of TRIM5a and IgG superimposed on total CD4 T-cells for HIV-2
infected subjects and donors (D)) and West-African donor (AD).
(TIF)

S1 Table. Description of number of cells assayed and of HIV-2 DNA copies in the different
CD4 cell subsets.
(DOCX)

S2 Table. Primers used in transcriptomic studies.
(DOCX)
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Expression of CCR5 on resting CD4" T subsets: Naive (TN; CD45RA*CCR7*CD27%)
central-memory (TCM; CD45RACCR7*CD27%) transitional memory (TTM; CD45RA"
CCR7-CD27%) and effector-memory cells (TEM; CD45RA CCR7-CD27).

Seven HIV-2 infected subjects (dot) were compared to 7 donors (D) (square). Each symbol
represents a subject and the medians are shown.

108



155 =

0

S2 Fig

HIV-2 patients

0K =

10K =

Histoge aem Tram S

w L ' 0

Donors
of Caucasian origin

m: 10) w w "0

Donors
of African origin

Histograms of TRIMb5a and 1gG superimposed on total CD4 T-cells for HIV-2 infected
subjects and donors (D)) and West-African donor (AD).
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S1 table : Description of number of cells assayed and of HIV-2 DNA copies in the different CD4 cell subsets.
* DNA quantity < 200 ng/PCR ; cp : copies

Participants

T naive T central memory T transitional T effector memory Resting CD4 cells Activated CD4 cells Monocytes
Number HIV-2 Number HIV-2 Numbrgremor)lqlv-z Number HIV-2 Number HIV-2 Number HIV-2 Number HIV-2
of cells DNA of cells DNA of cells DNA of cells DNA of cells DNA of cells DNA of cells DNA
(/PCR) (cp/PCR) (/PCR)  (cp/PCR) (/PCR) (cp/PCR) (/PCR) (cp/PCR) (/PCR)  (cp/PCR) (/PCR) (cp/PCR) (/PCR) (cp/PCR)
1 41100 No signal 124800 7 81000 0.5 38700 0.5 102000 6 3000* 0.5 178800 No signal
2 204000 No signal 61500 1 39000 7 24900* 1 136800 1 68100 4 114900 No signal
3 18600* No signal 46500 3 56700 10 3000* 0.5 72600 4 18000* 2 37800 No signal
4 32100 No signal 56700 5 53700 2 21600* No signal 47100 0.5 30000 No signal 357000 No signal
5 25500* No signal 39000 2 33900 1 11400* 0.5 37200 0.5 24000 No signal 81600 No signal
6 110100 0.5 81000 1 49500 1 23400* No signal 41400 0.5 54300 No signal 156300 No signal
7 74700 No signal 95100 0.5 86700 1 17700* 0.5 150000 0.5 24000* 0.5 150000 No signal
8 76200 0.5 57000 2 88200 7 18300* 0.5 96900 1 45300 0.5 89700 No signal
9 26100* No signal 27300 0.5 63000 1 12900* 0.5 70800 1 42000 1 24900* No signal
10 103500 No signal 56400 1 38400 1 6900* No signal 6000* No signal 87600 0.5 23400* No signal
11 69600 No signal 41100 0.5 56100 1 17700* 0.5 101100 0.5 39300 0.5 84600 No signal
12 22800* 0.5 57600 1 44100 4 29700 0.5 96000 4 18600* 0.5 176700 No signal
13 111000 No signal 39300 No signal 34500 No signal 15000* No signal 91200 No signal 32400 No signal 133200 No signal
14 19800* No signal 71700 3 67200 100 5100* 0.5 48600 2 19200 0.5 110400 No signal
Median 55350 56850 54900 17700 81900 31200 112650
IQR 25% 25650 42450 40275 11775 47475 20400 82350
IQR 75% 96675 60525 61425 20775 96675 44475 145800

The limit of quantification (LOQ) of the HIV-2 DNA assay is 6 copies/PCR; The limit of detection (LOD) of the HIV-2 DNA assay is 3 copies/PCR; A PCR signal can be detected
below the LOD

Pt : patient; cp : copies
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S2 Table :

Target
APLNR
APOBC3G
BCL11B
BCL6
BRD4
BST2
CCL3
CcCL4
CCL5
CCR1
CCR5
CCR8
CD274
CDKN1A /p21
CX3CR1
CXCL10/IP10
CXCR4
CXCR5
CXCR6
DAP12
DAXX
DDX3
DDX58
DNMT1
DNMT3B
FOXO03
GAG-Virus2
GAPDH
GPR1
GPR15
HAVCR2
HIF1A
IFI16
IFI27

IFI44

Primers used in transcriptomic studies

Forward Primer
ACACGTACCGGGACTATGAC
CGCAGCCTGTGTCAGAAAA
CAACCCGCAGCACTTGTC
GATGGAGCATGTTGTGGACAC
AGCTGGAGCGCTATGTCAC
AGAGAAGGCCCAAGGACAAA
ATGGCTCTCTGCAACCAGTT
ACTATGAGACCAGCAGCCTCT
CCCTCGCTGTCATCCTCA
ACGGACAAAGTCCCTTGGAA
TGAGACATCCGTTCCCCTACA
GCAACACTGAAACCTCCAGAAC
GGAGATTAGATCCTGAGGAAAACCA
TGGAGACTCTCAGGGTCGAAAA
GTTGGTAGTGTTTGCCCTCAC
GCTGTACCTGCATCAGCATTA
ATCTTCCTGCCCACCATCTAC
ATCTTCTTCCTCTGCTGGTCAC
TCTCTGGAACAAACTGGCAAA
ACCCGGAAACAGCGTATCA
ATCTCGGAAGGAGAAGAAGCA
AGCTTCTTCAGTGATCGTGGAA
GACTGGACGTGGCAAAACA
GCCATTGGCTTGGAGATCA
GTGAAGCACGAGGGGAATATCA
CGCTCTCTCCGCTCGAA
GCGGAGAAACTCCGTCTTG
ACACCATGGGGAAGGTGAAG
AAGGTACACCCAGGCATGAC
GTGCAAAGGGAGCTCCTACA
GGATCCAAATCCCAGGCATAA
CAGTCGACACAGCCTGGATA
GTGAATGGGGTGTTTGAGGTAC
TTGTGGCTACTCTGCAGTCA

GGCTTTGGTGGGCACTAATA

Reverse Primer
CTGGCGTACATGTTGACGAA
TTGCTCCAACAGTGCTGAAA

CCTCGTCTTCTTCGAGGATGG
AGGAGGCTTGATGGCAGAAA
GAGCCGGCAATCACATCAAC

AGACGCGTCCTGAAGCTTA

CCGGGAGGTGTAGCTGAAG
TCAGCACAGACTTGCTTGCT
GGGCAATGTAGGCAAAGCA

TCTGTGGTCGTGTCATAGTCC
TGGCAGGGCTCCGATGTATA

ACTGTTGTCACACTGAGGTCAA

TGGAGGATGTGCCAGAGGTA
CGGCGTTTGGAGTGGTAGAA
GGCCAGGTTCAGGAGGTAAA

CTGGATTCAGACATCTCTTCTCAC

CCCATGACCAGGATGACCAA
GGTATTGTCCACGGCCTTCA
CTGGCTGCTGTCATTGAAAC

TTGAGGTCGCTGTAGACATCC
CACTGACCTTTGCCTTTCCA

TGCCAATGCCATCGTAATCAC
CTCCACTGGCTTTGAATGCA
AGCAGCTTCCTCCTCCTTTA
TTCCGCCAATCACCAAGTCA

TTTGCAGGGGCCACGTA
TTCGCTGCCCACACAATATGTT

GTGACCAGGCGCCCAATA

ACCTTGCTAAATGGAGAATGAAGAA

TAGCGGTCAACACTCATGCA
CTTGGAAAGGCTGCAGTGAA
TTCTTCTGGCTCATATCCCATCAA
CACCACTTCCATCTTCCCTGTA
CCCAGGATGAACTTGGTCAA

TGCCATCTTTCCCGTCTCTA

Design RefSeq
NM_005161.N
NM_021822.3
NM_138576.2
NM_001706.4
NM_058243.2
NM_004335.2
NM_002983.2
NM_002984.3
NM_002985.2

NM_001295.N

NM_001100168.1

NM_005201.N
NM_014143.3

NM_078467.1

NM_001171171.N

NM_01565.2
NM_003467.2
NM_001716.N

NM_006564.N

NM_001173514.1
NM_001141969.N

NM_001193417.1

NM_014314.3
NM_001379.2
NM_006892.3

NM_001455.3

NM_002046.3

NM_001261453.N

NM_005290.N
NM_032782.3
NM_001530.3
NM_005531.2
NM_005532.3

NM_006417.4
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IFI6

IFIT2

IFIT3

IFITM1

IFITM2

IFNA2

IFNAR1

IFNG

IL17A

IL17F

IL2

IL22

IL6

IL7R

ILT7

IRF1

IRF2

IRF3

IRF4

IRF5

IRF7

IRF8

IRF9

ISG15

JUNB

LCK

LTR-17

MB21D1

MDA-5

MDM1

MDM2

mTOR

MX1

MX2

NF-KB1

OAS3 New

OASL

PDCD1/PD1

TGCTACCTGCTGCTCTTCA
AGAGTGCAGCTGCCTGAA
ACTGGCAATTGCGATGTACC
ACACCCTCTTCTTGAACTGGT
ACTGAGAACCATCCCGGTAAC
TCTCCTGCTTGAAGGACAGAC
AGTGACGCTGTATGTGAGAAAA
ACTGCCAGGACCCATATGTAA
ACTACAACCGATCCACCTCAC
CGCGTTTCCATGTCACGTA
ACCCAGGGACTTAATCAGCAA
TATCACCAACCGCACCTTCA
AGAGCTGTGCAGATGAGTACAA
GGAGAAAGTGGCTATGCTCAA
ACACAACGTCTCCTCCGAGT
AACAAGGATGCCTGTTTGTTCC
TGGCTGGAGGAGCAGATAAA
CCAGCCAGACACCTCTCC
CTACAACCGCGAGGAGGAC
AGATCTACGAGGTCTGCTCCAA
GGCAGAGCCGTACCTGTCA
TGGTCCAGGTCTTCGACAC
TGCTCCAGGACTCCCTCAA
CTGAGAGGCAGCGAACTCA
TGGCCCAGCTCAAACAGAA
ACCCACTGGTTACCTACGAA
TAGTCGCCGCCTGGT
CTGAACACCGGGAGCTACTA
GGTCTGGGGCATGGAGAATAA
CCATGGGCTGGACTTAGATCA
ACAGATTCCAGCTTCGGAAC
CCAAACCCAGGTGTGATCAA
ATGCTACTGTGGCCCAGAAA
CGACTGGCAGAAAGACTTACC
CTGGAACCACGCCTCTAGATA
GGATGGATGTTAGCClggtg
ACCATTGTGCCTGCCTACA

CCCCAAGGCGCAGATCAA

TCAGGGCCTTCCAGAACC

GTAGGCTGCTCTCCAAGGAA

GCTCAATGGCCTGCTTCAAA

CCAACCATCTTCCTGTCCCTA

CCGCTGTTGACAGGAGAGAA

GGAACTGGTTGCCAAACTCC

ACGGGAGAGCAAATAATGCA

GTTCCATTATCCGCTACATCTGAA

ACTTTGCCTCCCAGATCACA

CTGTACAACTTCCGAGGGGTA

GCATATTCACACATGAATGTTGTTTCA

GTTTCTCCCCAATGAGACGAAC

GTTGGGTCAGGGGTGGTTA

CTGCGATCCATTCACTTCCA

TGTCCTGCGATCAGGATGT

TGGGATCTGGCTCCTTTTCC

ATGCATCCAGGGGATCTGAA

TGGGGCCAACACCATGTTA

TGTCGATGCCTTCTCGGAAC

CCTCTCCTGCACCAAAAGAGTA

ACCGTGCGGCCCTTGTA

CGGCCCTGGCTGTTATAGAA

TGCTGCTCCCAATGTCTGAA

GCTCAGGGACACCTGGAA

AGAAGGCGTGTCCCTTGAC

TAGCTGTGCAGAGCGATAAC

TTCCTGCCGCCCTTACT

CTAGTTGAATTCTGGGGACTTCC

CTGACACTTCCTTCTGCCAAAC

ATCTGTGGGTCATGGTAAGGG

GCACCAACAGACTTTAATAACTTCA

TCCTCATTTCCAGGCCACTA

GGCGCACCTTCTCCTCATA

CTTCTGGTGGCTCTCCCTTA

AAACTCTGGCTCATATGGTTTCC

CCTGACCCAGGACATTGAAG

GGCCTTGATCAGGCTCACATA

CCAACCACCAGGGTTTGGAA

NM_002038.3
NM_001547.4
NM_001549.4
NM_003641.3
NM_006435.2
NM_000605.3
NM_000629.2
NM_000619.2
NM_002190.2
NM_052872.3
NM_000586.3
NM_020525.4
NM_000600.3
NM_002185.2
NM_012276.3
NM_002198.2
NM_002199.3

NM_001197122.1
NM_002460.3
NM_002200.3
NM_004031.2
NM_002163.2
NM_006084.4
NM_005101.3
NM_002229.2

NM_001042771.1

NM_138441.N
NM_022168.2
NM_017440.4
NM_006881.3
NM_004958.3

NM_001144925.1
NM_002463.1
NM_003998.3
NM_006187.2
NM_003733.3

NM_005018.2
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PIK3R1
PRDM1
PRKRA
RDC1
RORg
RPS14
SAMHD1
Scr
SERINC3
SERINC5
SOCS1
STAT1
STAT3
STAT5
TBX21
TIGIT
TLR7
TLR9 New
TNF
TP53
TREX1
TRIM22

TRIMS

CGAGTGGTTGGGCAATGAAAA

CCTGGTACACACGGGAGAAAA

TGACCCTTCCAAGCAACCAA

GTCCCAACATGCCCAACAAA

CAAGACTCATCGCCAAAGCA

GCCCGCTCGGGTATGAA

CCCGTGTCTGTGAAGTAGACAA

AGGAGCCCATTTACATCGTCAC

TCCCTCATCACCCTCTACACTA

ATACTGGGGACCAGCCTCTTA

CATCCGCGTGCACTTTCA

TACCTGGCACAGTGGTTAGAA

GGAAATAATGGTGAAGGTGCTGAAC

CCCAGGCTCCCTATAACATGTA

GGGCGTCCAACAATGTGAC

GTGGTGGTCGCGTTGACTA

TCTTCAACCAGACCTCTACATTCC

CCCCAGCATGGGTTTCTG

TGTAGCAAACCCTCAAGCTG

TGAATGAGGCCTTGGAACTCA

ACCATCTGCTGTCACAACCA

CTCCCCTGATTCAAGACTCC

AGAAGCAGCAGGAAGCTGAA

GTTGCTGCTTCCAACATTCCA

TTGAGATTGCTGGTGCTGCTA

TCTCCAGCCATGATGAATAGCC

GCAATCATGCCGATGACGAA

TTTCCACATGCTGGCTACAC

TTCCTGCGAGTGCTGTCA

TGCGAGTGTGGAACATGTCA

GCAGGTACTTGCCTGTCTCC

TCAGGTTGGGATTGCAGGAA

CCCTGCAGAGCGTCAGAA

GCTCGAAGAGGCAGTCGAA

TGAAAACGGATGGTGGCAAA

CCGAGGTCAACTCCATGTCAAA

ATGGTCTCATCCAGGTCGAA

CCGTCGTTCACCTCAACGATA

TCCTGTCCAGCTGATTTTCTCC

AGCCCCAAGGAGTTTGGAAA

GAGAGACAGCGGGTGCAG

ATTGGCCAGGAGGGCATT

TCAGGCCCTTCTGTCTTGAA

TCTCTCCAAGGCTGGGACTA

GCAGGTCACCTCCTTCTCTA

GCCAAGACGTTGGTTTTGTCA

NM_181504.2
NM_001198.3
NM_001316362.N
FLDM-078867.1
NM_001001523.1
NM_001025071.1
NM_015474.3
NM_005417.3
NM_006811.N
NM_001174072.N
NM_003745.1
NM_007315.3
NM_003150.3
NM_003152.3
NM_013351.1
NM_173799.3
NM_016562.3
NM_017442.2
NM_000594.2
NM_000546.4
NM_033629.3
NM_006074.4

NM_033092.2
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Introduction

Au cours de ces derniéres décennies, la plupart des recherches se sont concentrées sur
les avancées liées a l'infection par le VIH-1. Les chercheurs ont accordes beaucoup moins
dattention au VIH-2, qui est endémique en Afrique de I'Ouest et dans les pays ayant des liens
socio-économiques étroits avec cette région (Tienen et al. 2010). Comparé a l'infection par le
VIH-1, I'évolution clinique de l'infection par le VIH-2 est généralement caractérisée par un
stade asymptomatique plus long, méme sans traitement antirétroviral, avec une charge virale
VIH plasmatique plus faible et un taux de mortalité moins élevé. L'infection par le VIH-2 peut
parfois évoluer vers le stade SIDA avec le temps (Nyamweya et al. 2013). Le contrdle de
I'infection est néanmoins plus fréquent chez les personnes infectées par le VIH-2, les
contréleurs (HIC) représentant 9,1% dans le cas de VIH-2 (Thiébaut et al. 2011), contre 0,2%
pour le VIH-1 (Grabar et al. 2009).

Les cellules natural killer (NK) sont un élément clef de la réponse immunitaire innée.
Au cours de la mise en place de I’infection, elles contribuent de facon importante a la réponse
immunitaire innée effectrice, comme cela a été décrit chez des personnes atteintes de déficit
héréditaire en NK qui montrent une forte susceptibilité a certaines infections virales (Orange et
al. 2013). Les cellules NK engagées dans des processus de surveillance immunitaire vont étre
capables de distinguer les cellules cibles des cellules saines. Le mécanisme qui est mis en jeu
est contrble par une balance entre des signaux inhibiteurs et activateurs; les premiers
reconnaissent les ligands exprimés sur les cellules saines pour maintenir la tolérance au « soi »

alors que les seconds reconnaissent des ligands spécifiqguement induits sur les cellules

stressées " pour permettre leur élimination (Gasser et al. 2006). Lorsque le déséquilibre
s’installe et que les signaux d'activation I'emporte sur les inhibiteurs, les cellules NK produisent
un ensemble de cytokines (par exemple IFN-y et TNF-a) et exercent leurs fonctions

cytotoxiques (Sun et al. 2011; Vivier et al. 2011).

Dans [linfection a VIH-1, plusieurs études génétiques, épidémiologiques et
fonctionnelles ont montré que les cellules NK peuvent étre directement impliquées dans la
prévention de la réplication du VIH-1 (Vieillard et al. 2010 ; Fauci et al. 2005; Jost et al. 2012).
Chez les personnes infectées par le VIH-2, les données existantes se limitent a des études de
quantification des cellules NK et/ou a des études fonctionnelles sur leur cytotoxicité (Nuvor et
al. 2006; Béchle et al. 2016).
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La rareté de ces données nous a incité a effectuer une caractérisation phénotypique et
fonctionnelle approfondie des cellules NK chez des patients VIH-2" non traités de la cohorte
VIH-2 Co5 de I'ANRS (France Recherche Nord&Sud Sida-HIV Hépatites) et a les comparer a
celles de patients VIH-1" non progresseurs (LTNP) et controleurs (EC) de longue durée. Nous
rapportons ici qu'une interaction complexe entre le récepteur activateur NKp30 et ses ligands
conduit & une deficience phénotypique et fonctionnelle spécifique des cellules NK chez les
patients VIH-2".

Matériel et Méthodes

Population et échantillons de I'étude

L’étude a portée sur 24 patients infectés VIH-2 inclus dans I'étude sur le réservoir
(immunovir-2) de la cohorte VIH-2 de de I’ANRS (Angin et al. 2016). lls ont été comparés a
15 contrdles ouest africains séronégatif (Petitdemange et al. 2011) et a 21 patients non traités
LTNP et 10 patients EC infectés par VIH-1" de la cohorte ALT de I’ANRS (Vieillard et al.
2010). Des échantillons de PBMC de 20 témoins sains non infectés de type caucasien ont été
obtenus a partir de ’EFS (Etablissement Francais du Sang) et analysés comme témoins pour
les patients VIH-1" (Tableau supplémentaire I1). Cette étude a été menée conformément aux
principes de la Déclaration d'Helsinki et aux lois et reglements francais. Les patients ont été
informés des recherches effectuées sur les échantillons biologiques et ont donné leur
consentement éclairé par écrit pour y participer. Cette étude a été approuvée par le comité

d'éthique (Comité de Protection des Personnes d'lle de France XI).
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Tableau 1 (supplémentaire) : Caractéristiques des patients VIH-2

ID Gender Age CD4 count Nadir CD4 Time since Viral load Viral DNA Country
(years) (cell/ul) count Diagnosis (copies/mL) (copies/ 10° of birth
(cell/ul) (years) PBMC)
012-006 M 44 707 444 20.5 1.3 187 Ivory coast
012-009 F 54 1118 539 27.3 2.4 10 Guinea Conakry
012-045 F 43 858 706 22.7 <1 10 France
012-073 M 52 891 602 11.3 <1 131 Ivory coast
012-084 F 50 1776 971 8.8 <1 53 Ghana
012-088 M 70 502 390 7.4 58.0 127 Senegal
012-101 F 34 1212 711 12.5 5.6 88 The Gambia
013-035 F 48 859 601 9.2 75.0 40 Guinea Conakry
013-037 M 59 1300 712 8.8 <1 nd Colombia
016-004 M 46 nd 359 7.5 nd nd Ivory coast
019-010 F 40 1170 597 15.4 nd 484 Ivory coast
028-012 F 49 812 513 10.2 <1 nd Guinea Conakry
028-016 F 49 895 528 11.3 <1 28 Ivory coast
034-005 M 55 927 588 9.0 <1 nd Ivory coast
036-015 F 49 836 528 10.4 <1 nd Ghana
036-018 F 39 1036 800 12.7 <1 53 Ivory coast
036-019 M 53 1228 1165 17.6 <1 170 Guinea Bissau
036-020 F 21 nd 465 nd nd nd lvory coast
041-002 F 59 1123 520 16.0 nd nd Ivory coast
045-007 F 50 nd 485 16.2 nd 517 Ivory coast
051-007 M 48 399 434 14.4 <1 nd France
075-001 M 52 413 314 18.2 5.7 342 France
082-005 M 57 1090 562 23.0 nd 107 Ivory coast

M : masculin ; F : Feminin
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Tableau 2 (supplémentaire) : Résumé des caractéristiques des patients VIH-2 et de leurs
contréles pour I’étude NK

Sujet Ouest VIH-2 Controles LTNP-VIH-1 VHC-VIH-1
Africain caucasiens

Nombre 23 20 21 10
Masculin/Feminin 10/13 9/11 11/10 5/5
Age (ans) 39+13 49+10 43+12 3949 44+15
Nombre de CD4 1104+137 958+324 902166 758+335 6991169
(cells/pL)
Nbre d’année depuis le 14.1+5.6 - 10.1+£1.8 10.6£1.3
diagnostic
Charge virale 14+6 - 5100687573 74+40
(copies/mL)
Charge virale ADN 156+164 - 1131+1626 42+29

(copies/10¢ PBMC)

Analyse par cytométrie en flux

Les cellules CD3-CD56* NK ont été analysées a partir de cellules mononucléaires du
sang périphérique (PBMC) préalablement congelées par cytométrie en flux avec un cocktail
approprié de mAbs dans tableau ci-dessous. Au moins 20 000 cellules CD45" ont été acquises

sur le cytomeétre de flux Gallios (Beckman Coulter, Pasadena, Californie, USA) puis analysées

avec Flow Jo version 9 (TreeStar, Ashland, Oregon, USA).

Tableau 3 : Liste des anticorps

Marker Clone Fluorochrome Société
CD45 J.33 Krome Orange Coulter
CD3 UCHT1 Efluor 780 eBioscience
anti-CD56 N901 PC7 Coulter
HLA-DR Immu-357 AlexaFluor 700 BioLegend
NKG2A Z199 Phycoerythrin Coulter
NKG2C 134591 Allophycocyanin R&D systems
NKG2D ON72 Allophycocyanin Coulter
NKp30 AF29-4D12 Allophycocyanin Miltenyi Biotech
NKp46 BAB281 Phycoerythrin Coulter
DNAM-1 Tx25 Florescein isothiocyanate BiolLegend
KIR2DL1 HP-3E4 Florescein isothiocyanate BD Pharmingen
KIRDL2/DL3 REA1006 Phycoerythrin Miltenyi Biotech
KIR3DL1 DX9 AlexaFluor700 BiolLegend
CD161 DX12 Phycoerythrin BD Pharmingen
CD57 NC1 Pacific Blue Coulter
Siglec-7 Z176 Phycoerythrin Coulter
IFN-g B27 AlexaFluor700 BD Pharmingen
TNF-a Mab11 Allophycocyanin eBioscience
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Etude fonctionnelle

Les cellules NK ont été incubées avec ou sans cellules cibles K562 (ATCC CCL243),
qui n’expriment pas de molécules de classe 1 du CMH, a un rapport effecteur/cellule cible de
1:1, en présence d’anti-CD107a (#H4A3 ; Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) pour mesurer la dégranulation. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 5 heures en
présence de solutions Golgi Stop et Golgi Plug (BD Biosciences), puis colorées avec des
marqueurs de surface de cellules NK. Les cellules ont éte fixées et ensuite perméabilisées avec
le kit cytofix/cytoperm (Becton Dickinson), puis marquées en intracellulaire pour la production
d'IFN-y et de TNF-o. Dans certaines études sur la dégranulation, les cellules cibles K562 ont
été pré-incubées avec 10 pg/ml d'anti-B7-H6 bloquant (clone 17B1.3). Les données ont été

analysées avec Flow Jo version 9 (TreeStar).

Génotypage HLA

L’ADN a été extrait des PBMC des patients avec le kit QLTAamp DNA (Qiagen, Hilden,
Allemagne). Les alleles HLA de classe | ont été hybridés avec le kit LABType SSO (One
Lambda, Canoga Park, USA). Les séquences HLA ont été lues avec un LABScan 200
(Luminex, Austin, TX) et le logiciel HLA.

Marquage et analyse de cellules cibles non infectées et infectées par le VIH

pour les ligands des récepteurs des cellules tueuses naturelles

Les CEM ou les cellules T CD4" purifiées ont été infectées par 10° doses infectieuses a
50 % de culture tissulaire de souches de VIH-1;r-csrou de VIH-2rop (Petitdemange et al. 2013;
Reeves et al. 1999). Aprés une période de 7 a 9 jours apres l'infection, les cellules ont été
marquées avec 10 pg/ml de protéines de fusion solubles (NKp30, NKp44 et NKp46-1g de R&D
Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) ou d'Anticorps anti-ULBP-1 a ULBP-6 et anti-B7-H6
(R&D Systems), d’anti-BAT- 3 (Abcam) ou d’anti-HLA-ABC (Beckton Dickinson) pendant 2
h a 4°C. Pour révéler les protéines de fusion, les cellules ont ensuite été incubées avec des
fragments F(ab)2 d'lgG anti-humaines de chévre (1/50 ; Jackson ImmunoResearch, West Grove,
Pennsylvanie, USA), comme décrit (Baychelier et al. 2013). Pour mesurer la proportion de
cellules infectées par le VIH-1 ou le VIH-2, les cellules ont été fixées, perméabilisées avec le
kit cytofix/cytoperm (Becton Dickinson), puis marquées par voie intracellulaire avec de I’anti-
p24 (clone KC-57 ; Beckman Coulter). Les données ont été analysees avec Flow Jo version 9
(TreeStar).
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Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism (GraphPad, La Jolla,
Californie, USA). Les tests non paramétriques de Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis et
Wilcoxon ont été utilisés pour comparer des variables continues entre les groupes. Les
corrélations entre les variables ont été calculées a l'aide du test Spearman non paramétrique
d'ordre hiérarchique. L'analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée avec XLSTAT
(Addinsoft, Paris, France). Les saturations des composantes ont été calculées comme des
corrélations entre les valeurs d'expression mesurées et les scores des composantes principales.

Les valeurs p<0,05 ont été considérées comme significatives.
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Résultats

La diminution de 1a modulation (downmodulation) de NKp30 dans ’infection
VIH-2

Une étude phénotypique approfondie a été réalisée sur les cellules NK de sujets infectés
par le VIH-2" asymptomatiques et naifs de traitement ; les données sont décrites dans les

tableaux 1 et 2 supplementaires.

La fréquence des cellules NK CD3"CD56" était similaire chez les patients infectés par
le VIH-2" et chez les contrdles Ouest Africains sains ; ce nombre était cependant Iégérement
plus élevé que celui retrouvé chez les controles Caucasiens VIH™ et sujets VIH* (LTNP et EC)
(Figure 1A). Les sous-populations de cellules NK CD56""9" et CD56%™ étaient quasi identiques
dans les différents groupes (Figure 1B), cependant la proportion de cellules NK CD56" était
beaucoup plus élevée chez les patients infectés par le VIH-1, comme précédemment décrit
(Mavilio et al. 2005).
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Figure 1. Analyses phénotypiques des cellules NK chez les patients infectés par le VIH-
2. A) nombre de cellules NK CD3'CD56" en valeur absolue et pourcentage. B) Pourcentage de
cellules NK CD56™19" parmi les cellules NK CD3'CD56*. C) Pourcentage de cellules NK
CD3 CD56" exprimant le HLA-DR et les principaux marqueurs d'activation (NKp30, NKp46,
NKG2D, DNAX accessory molecule-1 et NKG2C). Les données sont présentées pour les
donneurs sains Ouest Africains (cercles), les patients infectés par le VIH-2 (carrés), les patients
infectés par le VIH-1 LTNP (triangles) les patients infectés VIH-1 EC (losanges creux) et les
donneurs sains Caucasiens (étoiles). Les barres horizontales représentent la médiane. L’analyse
comparative des groupes a été réalisée a l'aide du test de Kruskal-Wallis. P<0,05 ; P<0,01,
P<0,001. D) Image de cytométrie de 1’expression de HLA-DR et de NKp30 sur des cellules NK

CD3°CD56" d'un patient VIH-2* comparé a un donneur sain. E) Corrélation entre I'expression
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de NKp30 et I'expression de HLA-DR, de NKG2A et de Siglec-7 sur des cellules provenant
cellules NK CD3"CD56" de patients infectés par le VIH-2.

L’analyse hiérarchique des cellules NK CD3"CD56%™ a montré que les patients VIH-2*
se distinguaient facilement des contrdles Ouest Africains. Les témoins Ouest Africains et
Caucasiens VIH" exprimaient des niveaux similaires des marqueurs NK testés, a I'exception de

CD161 (Figure supplémentaire 1), comme précédemment décrit (Petitdemange et al. 2011).

Figure 1 (Supplémentaire)
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Figure supplémentaire 1. Groupe hiérarchique des 11 combinaisons de marqueurs des
cellules NK de patients infectés par le VIH-2. Cette analyse a été realisee pour 17 patients
infectés par le VIH-2 et 15 donneurs sains de méme origine que les patients (AFR). Chaque
ligne verticale est dédiée a un marqueur NK défini, la couleur de chaque carré reflétant le
pourcentage d'expression du marqueur correspondant dans chaque échantillon de cellules NK.
Les valeurs mesurées dans les échantillons ont été affichées en couleur et classeées par ligne : la
couleur verte indique une valeur inférieure a la médiane, et la couleur rouge une valeur
supérieure a la médiane. Les analyses ont été effectuées a l'aide du programme Genesis

(disponible http://genome.tugraz.at), tel que décrit (Vieillard et al. 2010).
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Cependant, les cellules NK des sujets infectés par le VIH-2 exprimaient fortement le
marqueur d’activation cellulaire tardif HLA-DR [médiane : 35,0 % (8,4 - 89,7)], comparés aux
donneurs sains (moins de 11,0 %) et aux patients infectés par le VIH-1 ([médiane : 18,1 % (6,2
- 39,6) pour les LTNP et 8,8 % (1,5 - 21,0) et pour I'EC] (P < 0,0001) (Figures 1C et D). Les
mémes tendances ont été observées en médiane d'intensité de fluorescence (MFI) (Figure
supplémentaire 2A). Il est important de noter que I'expression de HLA-DR n’est pas augmenté
dans les T CD3", ce qui indique que l'activation était exclusivement limitée aux cellules NK
des sujets infectés par le VIH-2. Cependant les cellules NK des patients VIH-2* étaient
semblables aux autres groupes pour leur expression en récepteurs inhibiteurs, y compris les
récepteurs NKG2A, KIR2DL1 et KIR2DL2/DL3 (Figures supplémentaires 2 et 3), & I'exception
du KIR3DL1, qui était significativement plus élevé chez les patients VIH-2" par rapport aux
autres groupes, indépendamment de 1’expression du HLA apparenté (Figures supplémentaires
3et2).

En revanche, I'expression des récepteurs activateurs des NK [NKp30, NKp46, NKG2D,
et DNAX accessory molecule-1 (DNAM1)] était plus faible chez les patients infectés par le
VIH-2*. La fréquence de NKp30 a été considérablement réduite chez les patients infectés par
le VIH-2 [médiane : 37,1 % (8,1 a 73,5)] par rapport aux patients infectés par le VIH-1* et aux
donneurs sains (respectivement des médianes 85,8 et 90,1 %,) (P < 0,0001) (Figure 1C ; Figure

supplémentaire 2).
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Figure 2 (Supplémentaire)
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Figure supplémentaire 2 : Analyse complémentaire des marqueurs phénotypiques des
cellules NK des patients VIH-2*. A) médiane d'intensité de fluorescence (MFI) de HLA-DR,
NKp30 et NKp46) sur les cellules NK CD3'CD56*. B) Pourcentage (médiane) d’expression des
marqueurs de différenciation (NKG2A, CD161 et CD57) des cellules NK CD3"CD56". Les
données sont présentées pour les donneurs sains Africains (AFR, cercles), les patients VIH-2*
(carrés), les patients VIH-1" LTNP (triangles creux), les patients VIH-1" EC (losanges creux)
et les donneurs sains Caucasiens (CAU, étoiles). Les comparaisons entre les groupes ont été
réalisées a l'aide du test de Kruskal-Wallis et du post-test de Dunn. *p< 0,05 ; **p<0,01. C)
Pourcentage et mediane d'intensité de fluorescence (MFI) de I'expression de Siglec-7 par les
cellules CD3-CD56" NK. Les données sont présentées pour les patients VIH-2* (carrés) et les
sains (cercles fermés). La comparaison a été analysée par le test Mann-Whitney (non apparié) ;

**p=0,0072. D) Corrélation entre Siglec-7 et I'expression de HLA-DR ou de NKG2A sur les
cellules * NK CD3-CD56 de patients VIH-2*.
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Figure 3 (Supplémentaire)
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Figure supplémentaire 3. Analyse des marqueurs inhibiteurs KIR dans les cellules NK
de patients VIH-2*. A) Pourcentage de cellules NK CD3'CD56* exprimant KIR2DL1,
KIR2DL2/DL3 et KIR3DL1. Les données sont présentées pour les donneurs sains Ouest
Africains (AFR, cercles), les patients VIH-2" (carrés), les patients VIH-1"LTNP (triangles
creux), les patients VIH-1"EC (losanges creux) et les donneurs sains Caucasiens (CAU, étoiles).
Les comparaisons entre les groupes ont été réalisées avec le test de Kruskal-Wallis et du post-
test de Dunn. *p< 0.05. B) Analyse de la reconnaissance des KIR inhibiteurs (KIR2DL1,
KIRD2DL2/DL3 et KIR3DL1) et du groupe HLA classe | (Tableau supplémentaire 2). C)
Corrélation entre I'expression de KIR3DL1 et de NKG2C sur les cellules NK CD3'CD56" de
patients VIH-2".

Il faut noter que CD3C, le corécepteur de NKp30 (A. Moretta et al. 2001), est exprimé
de facon similaire dans les echantillons infectés et non infectés (Figure supplémentaire 4). Plus

important encore, chez les patients VIH-2*, I’expression de NKp30 est corrélée négativement
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avec HLA- DR (r 14 0.4970 ; P 1/4 0.0002) et positivement avec NKG2A (r 14 0.5324 ; P <
0.0001) et le Siglec-7 (r 14 0.4621 ; P 1/4 0.0004) (Fig. 1 ; Figure supplémentaire 2). (Brunetta
etal. 2009). Néanmoins, aucun de ces marqueurs n'‘a été corrélé avec les parametres biologiques
testés (numération des CD4* des cellules T, nadir des CD4" des cellules T, charge virale

plasmatique ou charge virale ADN du VIH-2).

Figure 4 (Supplémentaire)
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Figure supplémentaire 4. Analyse des marqueurs cytolytiques dans les cellules NK de
patients VIH-2". Médiane d'intensité de fluorescence (MFI) de I'expression intracellulaire de la
perforine, du granzyme B et de la granulyzine, par les cellules NK CD3'CD56". Les données

sont présentées pour les patients VIH-2* (carrés) et les donneurs sains (cercles).

Une analyse par composante principale a été réalisée pour renforcer ces donnees. La
figure 2A montre que les patients atteints du VIH-2" sont séparés distinctement de tous les
autres groupes ; I'expression de HLA-DR était liée aux patients VIH-2", alors que les marqueurs
NKG2C et CD57 étaient surtout associés au statut LTNP. De plus, les patients EC VIH-1* et
les témoins VIH" étaient proches les uns des autres mais n'étaient pas directement associés a un

marqueur spécifique des cellules NK (figure 2B). L'ensemble de ces données suggére fortement
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que le VIH-2 induit une signature de cellules NK différente de celle retrouvée chez les patients
LTNP et les EC VIH-1".
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Figure 2. Analyse des principaux marqueurs des cellules NK de patients infectés par
VIH- 2. A) Distribution statistique des différents marqueurs des cellules NK testés. B)
Distribution statistique des individus en fonction de I'expression des marqueurs des NK. Les
analyses ont été effectuées pour les patients VIH-2* (bleu), les VIH-1* LTNP (violet), les sujets

VIH-1 EC (orange) et les donneurs sains (vert).
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La baisse de la modulation (downmodulation) de NKp30 dans les cellules

NK est associée a une réqulation positive de B7-H6 sur les cellules cibles infectés
par VIH-2

Le role des ligands spécifiques des principaux récepteurs NK a été évalué en infectant
des cellules cibles in vitro par des souches de VIH-2rop ou de VIH-1r-csF.

La fréguence (moyenne + écart-type) des cellules infectées était respectivement de
25,2+ 8,1 % et de 27,5 + 7,9 % pour le VIH-2 et le VIH-1. Une baisse significative de
I’expression des molécules de classe 1 du CMH a ¢été observée sur les cellules infectées par le
VIH-2 (50,3 + 7,5 %) comparées aux cellules non infectées (94,3 £ 3,8 % ; P < 0,0001 ; Figure
3A), comme déja signalé pour le VIH-1 (Pogge von Strandmann et al. 2007; Fausther-Bovendo
et al. 2009). Pour tenir compte de la forte modulation des récepteurs NK activateurs chez les
patients infectés par VIH-2 (Figure 1C), nous avons testé I'expression de leurs ligands sur des
cellules cibles. La figure 3B montre que les cellules infectées et non infectées « bystanders »
expriment les ULBP-1 a -6 dans les cultures infectées par le VIH-1 et le VIH-2, alors qu'aucune
des séquences apparentées aux polypeptides MIC-A, MIC-B de HLA- | ou des ligands pour
NKp46 n'ont été induites par le VIH-1 ou le VIH-2 (Figure 3B). L’expression des ligands de
NKp44 n'a pas été modifiée par le VIH-2, mais induite dans les cellules VIH-1*, comme décrit
précédemment (Pogge von Strandmann et al. 2007; Ward et al. 2007). Cependant, les ligands
pour le NKp30 n'ont pas été induits dans les cellules infectées par VIH-1, mais fortement
augmentés dans les cellules infectées par le VIH-2, par rapport aux cellules contréles ; la
différence était significative seulement dans les cellules non infectées (P=0,0144) (Figure 3B).
Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure completement qu'une fraction des cellules contrdles
qui sur-exprimaient B7-H6 étaient infectées mais n'exprimaient pas des quantités suffisantes

d'antigénes du VIH pour étre détectées.
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Figure 3. Expression des ligands pour les récepteurs des NK sur des cellules cibles
infectées par le VIH-2. A) Images de cytométrie en flux des molécules du CMH de classe |
(HLA-A, B et C) sur des cellules non infectées (N1) ou des cellules infectées par le VIH-15r-csr
(CEM-VIH-1%) ou le VIH-2rod (CEM-VIH-2") selon I'infection par le VIH (expression KC-
57%). B) Expression des ligands du NKG2D (MIC-A/B, ULBP1/3 et ULBP 2/5/6) et les NCR
(NKp30L, NKp44L et NKp46) sur des sujets non infectés (NI) ou des sujets infectés (CEM)
par le VIH-1r-cse (VIH-1%) ou le VIH-2rod (VIH-2%). Les données sont indiquées pour les
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cellules infectées CEM (infectées ; KC-57%) et non infectées CEM (témoins ; KC-57). Les
comparaisons entre les groupes ont été évaluées a l'aide du test de Kruskal-Wallis et du post-
test de Dunn. *P<0,05 ; **P<0,01. C) Expression des ligands NKp30 (B7-H6 et BAT-3) sur
des cellules T CD4* (purifiées provenant de deux donneurs sains) infectées par la souche
VIH- 2rod. Le pourcentage de cellules infectées par le VIH-2 (KC-57%) qui ont exprimé le ligand
de NKp30 est indiqué. NI= non infecté.

Pour mieux spécifier I'expression du ligand NKp30 sur des cellules cibles infectées par
le VIH-2, des cellules T CD4" purifiées ont été activées par I'lL-2, infectées par HIVrop et
ensuite testées pour l'expression en surface de BAT-3 et B7-H6, deux ligands cellulaires
majeurs de NKp30 (Brandt et al. 2009; Pogge von Strandmann et al. 2007). La figure 3C montre
que I'expression de BAT-3 n'est pas, ou trés légerement, modulée aprés I'infection par VIH-2,
alors que celle de B7-H6 semble étre principalement induite dans les cellules TCD4" in-vitro
infectées par HIV-2rop. Les formes solubles de B7-H6 et de BAT-3 n'étaient pas détectables
dans le sérum des patients infectés par I'une ou l'autre forme de VIH ou des donneurs sains.

La perte d’expression de NKp30 dans les cellules NK est associée a une

capacité fonctionnelle aberrante chez les patients infectés par VIH-2

Pour déterminer l'importance de ces résultats, nous avons examiné la capacité
fonctionnelle globale des sous-populations de cellules NK de patients infectés par VIH-2*. La
figure 4a montre qu'en I'absence de traitement, 22,6 % des cellules NK produisent de I'lFN-y
alors que chez les témoins négatifs seulement 1,6 %, cette différence est tres significative
(P<0,0001).

Aprés stimulation par I'lL-12/1L-18 (Figure 4a), le taux d'IFN-y n'a pas augmenté de
facon significative dans les cellules NK de patients VIH-2 par rapport aux contrdles VIH"
(Figure 4a). Cependant la baisse de I'lFN-y est fortement corrélée avec la hausse 1I’expression
de NKp30 chez les sujets infectés par le VIH (Figure 5 B, n’a pas été présentée dans papier).
Par ailleurs le taux de TNF-o, était similaire dans les cellules NK des VIH et VIH- 2*, et n'a pas

fortement augmenté aprés stimulation par I'lL-12/1L-18.

Nous avons ensuite testé la degranulation des cellules NK en présence des cellules cibles
K562 qui expriment a leur surface un niveau élevé de B7-H6, I’un des ligands de NKp30. La

figure 4b montre que la dégranulation des cellules NK était significativement moins élevée chez
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les patients VIH-2", par rapport aux donneurs sains (test de Mann - Whitney, P= 0.005), alors
que l'expression des différents composants cytotoxiques présents dans les granules (perforine,
granzyme B et granulysine) était similaire dans les échantillons provenant des sujets VIH-2" et

des contrdles sains (Figure supplémentaire 5).
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Figure 4. Corrélations fonctionnelles avec le NKp30 dans les cellules tueuses naturelles
de patients atteints du VIH-2". (a) Expression intracellulaire de I'lFN-y par les NK des donneurs
sains (Ctl) et des patients VIH-2+. Les cellules ont été testées avant et apres stimulation (une
nuit) avec I'lL12 et I'IL18 (+1L12/1L18). (b) Test de dégranulation par expression de CD107a
sur des NK de donneurs sains (témoins) et de patients VIH-2*. Les cellules non stimulées et
stimulées ont été mises en présence de cellules cibles K562 (+K562) marquées ou non par

10mg/ml d'anticorps anti-B7-H6 (+aB7-H6). L'effecteur et la cible ont été utilisés dans un
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rapport de 1:1. Les comparaisons entre les groupes ont été évaluées a l'aide du test de Kruskal-
Wallis et du post-test de Dunn. P <0,0001 ; P < 0,01. ns : non significatif.

Figure 5 (Supplémentaire)
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Figure supplémentaire 5. Analyse polyfonctionnelle complémentaire des cellules NK
de patients VIH-2*. L'expression a la surface des cellules du CD107a et l'expression
intracellulaire des TNF-a et IFN-y ont été évaluées sur des PBMC provenant de donneurs sains
et de patients VIH-2* groupés en sous-populations NKp30* et NKp30°. Les tests sont réalisés
dans des conditions non traitées (UT), aprés stimulation avec IL-127IL18, ou en présence de
cellules cibles K562 négatives pour le CMH de classe I. L'effecteur et la cible sont utilisés dans
un rapport de 1/1. Les valeurs ont été analysées avec un algorithme de « Boolean gate » (FlowJo
; Tree Star). Les données ont eté presentées sous forme de diagrammes circulaires créés avec
le logiciel Pestle and Spice. Les arcs colores représentent les fréquences des cellules exprimant
CD107a et produisant TNF-a et IFN-y. Les fractions du diagramme représentent les cellules

ayant simultanément les fonctions 0, 1, 2 ou 3.

Une analyse plus poussée du réle du NKp30 dans la dégranulation des cellules NK chez
les patients VIH-27, a été réalisée en présence d’anti-B7-H6 (clone 17B1.3), capable de bloquer

la reconnaissance du NKp30. En présence d'anti-B7-H6, un niveau similaire de dégranulation
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a été observé dans les cellules NK de patients VIH-2* et les controles sains (Figure 4b),

suggérant que NKp30 joue un réle clef dans le dysfonctionnement des cellules NK chez les

patients VIH-2".
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Figure 5. Corrélations entre les fonctions de NKp30 dans les cellules NK de patients
VIH- 2%, A) Analyse polyfonctionnelle. L'expression membranaire de CD107a et I'expression
intracellulaire de TNF-a et IFN-y ont été évaluées sur des PBMC de donneurs sains et de
patients VIH-2* groupés en sous-populations NKp30* et NKp30™. Les tests ont été effectués
dans des conditions non traitées (UT), et en presence de cellules non infectees (CEM-NI), de
cellules infectées par le VIH-1Jr-cse (CEM-VIH-1%) ou le VIH-2rod (CEM-VIH-27). L'effecteur
et la cible sont utilisés dans un rapport de 1/1. Les valeurs ont été analysées avec un algorithme

de « Boolean gate » (FlowJo ; Tree Star). Les données sont présentées sous forme de
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diagrammes circulaires créés avec le logiciel Pestle and Spice. Les arcs colorés représentent les
fréquences des cellules produisant CD107a, TNF-a et IFN-y. Les fractions du diagramme
représentent les cellules jouant simultanément les fonctions 0, 1, 2 ou 3. B) Correélation entre
I'expression de I’FN-y et la fréquence de NKp30 sur les cellules NK CD3"CD56" de patients
VIH-2* en présence de cellules infectées (CEM) par HIV-1jr-csF ou HIV-2roq.
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Discussion

Notre analyse approfondie a révélé que les patients infectés du VIH-2* et les donneurs
sains peuvent étre séparés en deux groupes distincts selon des caractéristiques spécifiques de
leurs cellules NK. D'autre part, la différence entre les patients VIH-2* et VIH-1* (LTNP et EC),
suggére également que les cellules NK jouent des réles distincts dans ces deux infections. Nous
avons pu observer que les patients VIH-2" présentaient une signature de cellules NK peu
commune, caractérisées par une faible expression du récepteur activateur NKp30 associée a
une activation cellulaire chronique (HLA-DR™), qui suggére que le VIH-2 pourrait maintenir

une activation constitutive des cellules NK, méme en I'absence de charge virale détectable.

La forte expression de HLA-DR est déja considérée comme un signe distinctif de
I'infection & VIH-1 (Vieillard et al. 2010) mais, dans le cas du VIH-2, I'expression de HLA-DR
est inversement corrélée avec celle de NKp30. L'expression de ce récepteur d'activation est
aussi nettement altérée chez le VIH-1, mais seulement chez les patients VIH-1 virémiques
(Mavilio et al. 2003), et principalement parmi la sous-population de cellules NK CD56", qui
sont anergiques, ce qui explique en grande partie la lyse hautement altérée des cellules
dendritiques autologues médiées par les cellules NK au cours de I’infection par le VIH-1
(Mavilio et al. 2006; De Maria et al. 2003), alors que cette sous-population particuliére n’est

pas fortement représentée chez les patients VIH-2.

La diminution de I’expression de NKp30 a déja été rapportée dans de nombreuses autres
maladies, dont I'infection par le virus de I'hépatite C (VHC) (Alter et al. 2011), le cancer du col
de I’'utérus induit par le papillomavirus (Garcia-Iglesias et al. 2009), la leucémie myéloide aigué
(Fauriat et al. 2005), le neuroblastome (Semeraro et al. 2015), le syndrome de Sjogren
(Rusakiewicz et al. 2013) ou le syndrome des anti-synthétases (Hervier et al. 2016), suggérant
un rdle clé de ce récepteur activateur des cellules NK dans la pathologie. De plus, chez des
chimpanzés qui contrdlent l'infection transmise par I'exposition a des variants du VIH-1 adaptés
a I'nomme, des cellules NK fonctionnellement compétentes ont été associees a lI'expression de
NKp30 au cours de l'infection (Rutjens et al. 2010). 1l est cependant important de noter que,
contrairement au VIH-1, les ligands cellulaires de NKp44 ne sont pas induits dans le VIH-2
(Ward et al. 2007), ce qui est cohérent avec I'absence d'un motif 3S dans la protéine d'enveloppe
du VIH-2 (Fausther-Bovendo et al. 2009; Vieillard et al. 2010).
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La faible expression de NKp30 a la surface cellules NK a été principalement associée a
la production d’une formes solubles de ligands NKp30, dont B7-H6 et BAT-3 (Pazina et al.
2017; Pesce et al. 2015). En revanche, dans cette étude, nous avons constaté que B7-H6 n'était
pas detectable sous forme soluble dans les échantillons de sérum de patients infectés par le
VIH-2, mais qu'il était exprimé en grande quantité sous forme membranaire a la surface des
cellules cibles infectées, alors qu'il était peu exprimé (voir absent) sur les cellules infectées par
le VIH-1, comme décrit par Ward et ses collaborateurs (Ward et al. 2007). Ces résultats
soutiennent I'hypothése que la diminution de I'expression de NKp30 sur les cellules NK des
patients infectés par le VIH-2* est médiée par une exposition chronique a B7-H6, exprimée sur
les cellules cibles, comme cela a été précédemment rapporté dans d'autres contextes (Fauriat et
al. 2005; Pesce et al. 2015; Sanchez-Correa et al. 2012).

Cependant on connait trés peu de choses sur les mécanismes impliqués dans la baisse
de la modulation des récepteurs NK activateurs, bien qu'elle semble dépendre de I’interaction
entre les cellules effectrices NK et les cellules cibles exprimant divers ligands spécifiques.
Certains travaux ont cependant été rapportés pour DNAM1, le CD16 et NKG2D (Carlsten et
al. 2009). Ainsi, d’autres données indiquent que les ligands NKG2D induisent une endocytose
des récepteurs et suggérent que le taux d'internalisation et de dégradation des récepteurs dépend
de la nature du ligand. De plus, I’altération fonctionnelle serait associée a la baisse de la
modulation du NKG2D ; par exemple, la diminution de I'expression des récepteurs empéche
les cellules NK de rejeter les tumeurs qui expriment MICA, I’un des ligands de NKG2D, chez

les souris transgéniques (Wiemann et al. 2005).

Ce mécanisme pourrait permettre 1’échappement a I'immuno-surveillance des cellules
NK dans différentes situations, y compris au cours de l'infection a VIH-2. 1l semble cependant
que dans le VIH-2, la baisse de la modulation de NK30 soit indépendante de I'expression de la
protéine adaptatrice CD3( nécessaire a I’expression de NKp30 (A. Moretta et al. 2001), alors
que l'altération fonctionnelle de ce corécepteur a eté démontrée apres stimulation des cellules
T et NKT pour NKG2D (Hanaoka et al. 2010). L'ensemble de ces données montre que la perte
d'expression d’un récepteur activateur est un événement significatif qui doit étre pris en compte

pour évaluer I'équilibre entre I'activation et I'inhibition fonctionnelle des cellules NK.

Un autre point remarquable est que les cellules NK des patients atteints du VIH-2*
produisent des quantitées tres élevées d'IFN-y, indépendamment de la pression

environnementale. Ceci pourrait s’expliquer par le statut d'activation chronique des cellules
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NK, en accord avec la "théorie de la discontinuité” (Pradeu et al. 2016), dans laquelle le systeme
immunitaire répond aux changements soudains lié & la stimulation antigénique et est rendu
tolérant par une stimulation lente ou continue. L'étude récente de Huot et al (Huot et al. 2017)
sur le contrdle de la réplication du SIV par les cellules NK dans les follicules lymphoides des

singes verts africains nous encourage a tester cette hypothese.

En conclusion, nous avons montré que la diminution de I'expression des récepteurs
activateurs NKp30 des cellules NK dans le VIH-2 résultait d’une altération de leurs fonctions
a cause de I’expression permanente de B7-H6, ce qui pourrait représenter un nouveau
mécanisme d'échappement viral et participerait a la subversion immunitaire médiée par une

infection chronique du VIH-2.
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Objective: HIV-1 and H/V-2 differ notably in their epidemiology, with worldwide HIV-
1 spread and HIV-2 mainly confined to West Africa. Natural killer (NK) cells are critical
antiviral effectors of the immune system; however, limited information is available
about these innate effector cells during HIV-2 infection.

Method: In this study, 24 untreated HIV-2-infected patients were analyzed and com-
pared with 21 long-term nonprogressor and 10 controller HIV-1* patients, and healthy
donors. Extensive phenotype and functional NK-cell characteristics, as well as ligands of
activating NK receptors involved in NK lysis were determined by flow cytometry.

Results: We report in HIV-2" patients a very significant reduced expression of the
activating NKp30 receptor (P < 0.0001) on NK cells, much higher than observed in HIV-
17 patients. The impaired expression of NKp30 is correlated negatively with HLA-DR
(r=-0.5970; P=0.0002), and positively with both NKG2A (r=0.5324; P<0.0001)
and Siglec-7 (r=0.5621; P=0.0004). HIV-2* patients with NKp30'" NK cells dis-
played overproduction of IFN-y (P <0.0001) associated with impaired cytolytic func-
tion when tested against target cells expressing surface B7-H6. This cellular ligand of
NKp30 is strongly detectable as a surface molecule on CD4™ T cells infected by HIV-2.
Conclusion: Altogether, our data suggested that the defective expression of NKp30 may
be induced by the chronic engagement of this receptor by B7-H6 expressed on HIV-2-
infected target cells. This represents a novel mechanism by which the chronic ligand
exposure by the viral environment may subvert NK-cell-mediated function to establish
persistent HIV-2 infection.  Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

AIDS 2019, 33:23-32
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Introduction

In recent decades, intensive research has focused on HIV-1
infection. Much less attention has been paid to the related
HIV-2, which is endemic in West Africa, and in countries
with strong socioeconomic ties to this region [1]. Compared

with HIV-1 infection, the clinical course of HIV-2 infection
is generally characterized by a longer asymptomatic stage
and, even without combined antiretroviral therapy, by lower
plasma HIV viral loads and a lower mortality rate. HIV-2-
infection can however progress to AIDS over time [2].
Spontaneous control of infection is nonetheless more
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common among HIV-2-infected individuals, with HIV
controllers (HIC) accounting for 9.1% of HIV-2" [3],
compared with 0.2% of HIV-17 individuals [4].

Natural killer (NK) cells act as bridge between innate and
adaptive immune processes. In infectious settings, NK cells
critically contribute to effector antiviral innate immune
responses, as shown by the high susceptibility to viral diseases
of individuals with inherited NK deficiencies [5]. NK cells,
while engaged in immune surveillance processes, distinguish
their cellular targets from healthy cells as a consequence of
the balance between the triggering of their various
inhibitory versus activating receptors, the former recogniz-
ing ligands expressed on healthy cells to maintain self-
tolerance and the latter recognizing ligands specifically
induced on ‘stressed’ cells to allow their elimination [6].
When the activating signals begin to outweigh their
inhibitory counterparts, NK cells produce an array of
cytokines (e.g. IFN-y and TNF-a) and perform cytotoxic
functions [7,8]. In HIV-1 infection, various genetic,
epidemiological, and functional studies have shown that
NK cells may be directly involved in preventing HIV-1
replication [9—11]. In HIV-2" individuals, the data collected
until now have been limited to a few quantifications of NK
cells and/or functional studies demonstrating the cytotox-
icity of these cells, more so than for HIV-1" patients [12,13].

The sparseness of these data prompted us to perform an
extensive phenotypic and functional characterization of
NK cells from untreated HIV-2" patients of the ANRS
(France Recherche Nord&Sud Sida-HIV Hépatites)
CO5 HIV-2 cohort and compare them with those from
long-term nonprogressor (LTNP) and controller (HIC)
HIV-1" patients. We report herein that an intricate
interplay between NKp30 and its ligands leads to
phenotypic and functional specific impairment of NK
cells from HIV-2" patients.

Materials and methods

Study population and samples
The 24 HIV-2" patients were those included in the
ANRS Immunovir-2/Reservoir study of the ANRS

HIV-2 COS5 cohort, previously described [14]. They
were compared with 15 healthy African control
individuals from West Africa [15], and to 21 nontreated
LTNP and 10 HIC HIV-1" patients from the ANRS
CO15 ALT cohort [10]. Peripheral blood samples from
20 uninfected Caucasian healthy controls were obtained
from the French Blood Bank (Etablissement Frangais du
Sang) and analyzed as controls for HIV-1" patients (Table
1). This study was conducted in accordance with the
principles of the Declaration of Helsinki and with French
statutory and regulatory law. Patients received informa-
tion about research performed on biological samples and
provided written informed consent to participate. This
study was approved by the institutional ethics committee
(Comité de Protection des Personnes of Ile de France XI).

Flow cytometric analysis

CD37CD56" NK cells were analyzed from frozen
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) by flow
cytometry with an appropriate cocktail of mAbsdescribed
in Table Supplement 3, http://links.lww.com/QAD/
B388. At least 20000 CD45" cells were acquired on a
Gallios flow cytometer (Beckman Coulter, Pasadena,
California, USA) and then analyzed with Flow Jo version
9 (TreeStar, Ashland, Oregon, USA).

Functional assay

NK cells were incubated with or without human
leukocyte antigen (HLA) class-1 negative K562 target
cells (ATCC CCL243), at an effector : target cell ratio of
1:1, in the presence of anti-CD107a mAb (#H4A3;
Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA), to
measure degranulation. Cells were thereafter incubated
for 5h in the presence of Golgi Stop and Golgi Plug
solutions (BD Biosciences) and then stained with NK-
cell-surface markers. Cells were fixed, permeabilized with
a cytofix/cytoperm kit (Becton Dickinson), and then
intracellularly stained for IFN-vy and TNF-a production
(Table Supplement 3, http://links.lww.com/QAD/
B388) [10]. In some experiments of degranulation,
K562 target cells were preincubated with 10 pg/ml of
17B1.3 anti-B7-H6 blocking mAb. Data were analyzed
with Flow Jo version 9 (TreeStar).

Table 1. Summary of clinical characteristics of the individual studies.

AFR-Ctl* HIV-2+2 CAU-CtI* LTNP-HIV-1+2 HIC-HIV-1*2

Number 15 23 20 21 10
Male/female 7/9 10/13 911 11/10 5/5

Age (year) 39+13 49+10 43+£12 39+9 44+15
CD4" cell count (cells/pl) 1104+137 958 +324 902 + 66 758 +335 699+ 169
Time since HIV diagnosis (years) - 14.1+5.6 - 10.1+1.8 10.6+1.3
Plasma viral load (copies/ml) - 14+6 - 51006+87573 74440
HIV DNA (copies/10° PBMC) — 156+ 164 - 1131+£1626 42+29

Results are presented as mean + SD. Plasma viral load was quantified by an ultrasensitive realtime polymerase chain reaction (qPCR) assay with a
lower limit detection of 1 copy per milliliter of plasma; PBMC, peripheral blood mononuclear cells.

“AFR, samples from African individuals; CAU, samples from Caucasian individuals; Ctl, healthy controls; HIC, HIV controllers; LTNP, long-term
nonprogressor.

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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HLA genotyping

DNA samples were extracted from patients’ whole blood
with the QIAamp DNA blood mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). HLA class-I alleles were hybridized with the
LABType SSO kit (One Lambda, Canoga Park, USA).
HLA sequences were read with a LABScan 200 (Luminex,
Austin, TX) and computer-assisted HLA Fusion software.

Staining and analysis of uninfected and HIV-
infected target cells for ligands of natural killer-
cell receptors

CEM or purified CD4™ T cells were infected with 10°
50% tissue culture infective dose of the HIV-1jp_cgf or
HIV-2pop strains [16,17]. A period of 7-9 days after
infection, cells were stained with 10 pg/ml of soluble
fusion proteins (NKp30, NKp44, and NKp46-Ig from
R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) or mAbs
(ULBP-1 to ULBP-6 and B7-H6 from R&D Systems,
BAT-3 from Abcam, anti-HLA-ABC from Beckton
Dickinson) for 2h at 4 °C. Cells were then incubated with
rat antimouse IgG Ab (1/50) or Fcy-fragment-specific
conjugated affinity-purified F(ab’), fragments of goat
antihuman IgG (1/50; Jackson ImmunoResearch, West
Grove, Pennsylvania, USA), as described [18]. To
measure viral protein levels from HIV-1 and HIV-2,
cells were fixed, permeabilized with a cytofix/cytoperm
kit (Becton Dickinson), and then intracellularly stained
with KC-57 mAb (Beckman Coulter). Data were
analyzed with Flow Jo version 9 (TreeStar).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with Prism software
(GraphPad, La Jolla, California, USA). The nonparamet-
ric Mann—Whitney U, Kruskal—Wallis, and Wilcoxon
tests were used as appropriate for comparison of
continuous variables between groups. Correlations
between variables were calculated with the nonparamet-
ric Spearman rank-order test. Principal component
analysis (PCA) was performed with XLSTAT (Addinsoft,
Paris, France). The component loadings were calculated
as correlations between measured expression values and
principal component scores. P values more than 0.05
were not considered significant.

Results

NKp30 downmodulation in HIV-2* infection

An extensive phenotypic study was performed in NK
cells from asymptomatic and treatment-naive people
infected with HIV-27; all had been infected for at least 5
years, a CD4" Tecell count more than 400 cells/pl, and
almost all an undetectable viral load (Table 1 and
Supplementary Table 1, http://links.Ilww.com/QAD/
B388). Both the frequency and absolute counts of
circulating CD3~CD56" NK cells were similar in HIV-
2% patients and healthy African controls; their absolute

counts were slightly higher than those in uninfected and
HIV-1* (LTNP and HIC) Caucasian (Fig. 1a). The
CD56"€" and CD56™ NK-cell subsets were equivalent
in the different groups (Fig. 1b), but the proportion of
CD56~ NK cells was much higher in viremic HIV-1"
patients (data not shown), as described [19].

A hierarchical clustering analysis of CD3~CD56%™ NK
cells revealed that HIV-2" patients were easily distin-
guishable from healthy African donors, whereas healthy
African and Caucasian controls expressed similar levels of
NK cell markers, excepted CD161 (Supplementary Fig.
1, http://links.Iww.com/QAD/B388), as described [15].
However, NK cells from HIV-2" patients highly
expressed the late cell-activating human leukocyte
antigen (HLA - DR isotype) marker [median: 35.0%
(8.4—89.7)], compared with healthy donors (less than
11.0%) and HIV-1" patients [median 18.1% (6.2—39.6)
for LTNP and 8.8% (1.5-21.0) for HIC] (P < 0.0001)
(Fig. 1c and d). Similar effects were observed in the
median fluorescence intensity (Supplementary Fig. 2a,
http://links.Iww.com/QAD/B388). Of note, expression
of HLA-DR_ was not increased in CD3% T (data not
shown), indicating that lymphocyte activation was
exclusively restricted to NK cells from HIV-2-infected
patients. NK cells from HIV-2" patients were however
indistinguishable from all other groups, in their cell-
surface expression of inhibitory receptors, including
NKG2A, KIR2DL1, and KIR2DL2/DL3 receptors
(Supplementary Figs. 2 and 3, http://links.lww.com/
QAD/B388), excepted KIR3DL1, which is significantly
higher in HIV-2" patients than in any other group,
regardless of HLA genotype (Supplementary Fig. 3,
http://links.lww.com/QAD/B388; Supplementary
Table 2, http://links.lww.com/QAD/B388). In contrast,
expression of activating NK receptors [NKp30, NKp46,
NKG2D, and DNAX accessory molecule-1 (DNAMT1)]
was lower in HIV-2" patients. The frequency of NKp30
was drastically decreased in HIV-2 [median: 37.1% (8.1—
73.5)] compared with HIV-1" patients and healthy
donors (medians between 85.8 and 90.1%, respectively)
(P<0.0001) (Fig. 1c; Supplementary Fig. 2, http://
links.lww.com/QAD/B388). Of note, CD3{, a core-
ceptor of NKp30 [20], was similarly expressed in infected
and noninfected samples (Supplementary Fig. 4, http://
links.lww.com/QAD/B388). More importantly, in HIV-
27" patients NKp30 is correlated negatively with HLA-
DR (r=-0.4970; P=0.0002) and positively with
NKG2A (r=0.5324; P<0.0001) and Siglec-7
(r=0.4621; P=0.0004) (Fig. 1; Supplementary Fig. 2,
http://links.lww.com/QAD/B388) [21]. Nonetheless,
none of these markers was correlated with either
biological parameters (CD4 " Tcell count, CD4" Tcell
nadir, plasma viral load, or HIV-2 DNA level).

These data were strengthened by a PCA. Figure 2a shows
that HIV-2" patients segregated distinctly from all the
other groups; HLA-DR expression was linked to the

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Fig. 1. Quantitative and phenotypic characteristics of natural killer cells in HIV-2* patients. (a) Absolute count and percentage
of CD37CD56" natural killer cells. (b) Percentage of CD56""8" natural killer cells among CD3~CD56" natural killer cells. (c)
Percentage of CD3~CD56™ natural killer cells expressing HLA-DR and major activating markers (NKp30, NKp46, NKG2D, DNAX
accessory molecule-1, and NKG2C). Data are shown for African healthy donors (closed circles), HIV-2" patients (closed squares),
long-term nonprogressor HIV-1" patients (open triangles), HIV controllers HIV-1" patients (open diamonds), and healthy
Caucasian controls (stars). Horizontal bars represent the median. Intergroup comparisons were assessed with the Kruskal-Wallis

test and Dunn’s posttest. *P < 0.05; **P<0.01,

*4P < 0.001.

(d) Flow cytometry expression of HLA-DR and NKp30 on

CD37CD56" natural killer cells from representative HIV-2" patient and healthy donor. (e) Correlation of NKp30 expression
with HLA-DR, NKG2A, and Siglec-7 expression on CD3~CD56" natural killer cells from HIV-2" patients.
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HIvV-2" patients, NKG2C and CD57 markers were
mostly associated with LTNP HIV-1" status, whereas
HIC HIV-1" patients and healthy controls were close
together but not directly associated with any specific NK-
cell marker (Fig. 2b). All together these data strongly
suggested that HIV-2 induces a different NK-cell
signature than that found in LTNP and HIC HIV-
17 patients.

NKp30 downmodulation in natural killer cells is
associated with upregulation of B7-H6 on HIV-
2% target cells

The role of specific ligands of major NK receptors was
assessed by infecting target cells in vitro by HIV-2r o or
HIV-1jr_csp strains. The frequency (mean=SD) of
infected cells was 25.2 4+ 8.1% and 27.5 £ 7.9% for HIV-2
and HIV-1, respectively (data not shown). A specific and
significant downmodulation of major histocompatibility
complex (MHC) class-I molecules was observed in HIV-
2-infected cells (mean+SD: 50.3 £7.5%, compared
with uninfected cells, mean=+SD: 94.3 + 3.8%;
P <0.0001; Fig. 3a), as previously reported for HIV-1
[23,24]. To take into account the profound modulation of
several activating NK receptors in HIV-2-infected
patients (Fig. 1c), we tested the expression of their
ligands on target cells. Figure 3b shows that both infected
and uninfected bystander cells expressed ULBP-1 to
ULBP-6 in both HIV-1 and HIV-2 infected cultures,
whereas none of MHC class-I polypeptide-related
sequence (MIC)-A, MIC-B, or ligands for NKp46 were
induced after infection by HIV-1 or HIV-2 (Fig. 3b; data
not shown). Ligands for NKp44 were not induced by
HIV-2, but overexpressed on bystander HIV-17 cells, as
previously reported [22,23]. Inversely, ligands for NKp30
were not induced in HIV-1, but increased in cells infected
by HIV-2, compared with bystander cells; significant
difference was only reached with uninfected cells
(P=0.0144) (Fig. 3b). However, we cannot completely
exclude that at least a fraction of bystander cells that
upregulated B7-H6 were infected but did not express
sufficient amounts of HIVantigens for detection. To more
directly specify expression of NKp30 ligand on target cells
infected by HIV-2, purified CD4" T cells were IL-2-
activated, infected by HIVRop and then tested for
surface-expression of BAT-3 and B7-H6, two major
cellular ligands of NKp30 [24,25]. Figure 3¢ shows that
BAT-3 expression is not, or very slightly, modulated after
HIV-2 infection, whereas B7-H6 seems to be mainly
induced in CD4" T cells in-vitro infected by HIV-2 6.
Of note, soluble forms of B7-H6 and BAT-3 were not
detectable in the serum of patients infected with either
form of HIV or of healthy donors (data not shown).

NKp30 downmodulation in natural killer cells is
associated with aberrant functional capacity in
HIV-2" patients

To determine the functional significance of these findings,
we examined the overall functional capacity of NK-cell

subsets from HIV-2" patients. Figure 4a shows that in
untreated condition, a median of 22.6% of NK cells from
HIV-2 patients produced IFN-y, compared with less than
1.6% for healthy donors (P < 0.0001). After stimulation by
IL-12/IL-18 (Fig. 4a), the level of IFN-y was not
significantly increased in NK cells from HIV-2 patients,
compared with healthy donors (Fig. 4a). of note, level of
TNF-a was similar in untreated NK cells from healthy and
HIV-2" individuals and not strongly increased after
stimulation with IL-12/IL-18 (data not shown).

Next, NK cells were tested in degranulation assay against
MHC-class I-negative K562 target cells. This cell line was
previously shown to express high level of surface B7-H6.
Figure 4b show that degranulation of NK cells was
significantly less increased in HIV-2" patients, compared
with healthy donors (Mann—Whitney test, P=0.005),
whereas, similar expression of the different cytotoxic
granule components (perforin, granzyme B, and gran-
ulysin) was observed in samples from HIV-2" and healthy
individuals (Supplementary Fig. 5, http://links.Iww.-
com/QAD/B388). To more directly assess the role of
NKp30 in the degranulation of NK cells from HIV-2"
patients, blocking experiments were performed with the
17B1.3 anti-B7-H6 blocking mAb, able of disrupting the
recognition of NKp30. In the presence of anti-B7-H6
Ab, similar level of degranulation was observed in NK
cells from HIV-2" and healthy individuals (Fig. 4b).

Discussion

Our in-depth analysis revealed that HIV-2" patients and
healthy donors can be separated in two distinct groups of
patients by their specific NK cell profiles. On the other
hand, the difference between HIV-2" and HIV-1" (LTNP
and HIC) patients, suggests that NK cells play distinct roles
in these two infections. Specifically, we observed that HIV-
ot patients harbored an uncommon NK-cell signature,
highlighted by a low expression of activating receptor
associated with chronic cell-activation, suggesting that
HIV-2 might sustain constitutive NK-cell activation, even
in the absence ofa detectable viral load. High level of HLA-
DR expression is already considered as a hallmark of HIV-
17" infection [10], however in HIV-2, HLA-DR expres-
sion inversely correlated with NKp30. Expression of this
activating receptor is also markedly impaired in HIV-1, but
only in viremic HIV-1" patients [26], and mainly among
the CD56 NK-cell-subset, which largely accounts for the
highly defective NK-cell-mediated lysis of autologous
dendritic cells [27,28], a subset of NK cells not over-
presented in HIV-2" patients. Decreases of NKp30 was
previously reported in numerous other diseases, including
hepatitis C virus (HCV) infection [29], papillomavirus-
induced cervical cancer [30], acute myeloid leukemia [31],
neuroblastoma [32], Sjogren syndrome [33], and anti-
synthetase syndrome [34], suggesting a key role of this
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activating NK receptor in pathology. Furthermore, in
chimpanzees, which control infection transmitted by
exposure to human-adapted HIV-1 variants, functionally
competent NK cells were associated with NKp30
expression, during the course of infection [35]. It is
however important to note that in contrast to HIV-1, cell
ligands for NKp44 are not induced in HIV-2 [22],
consistently with the absence of a 3S motif in the HIV-2
envelope protein [23,36].

Low expression of NKp30 on NK cells was mainly
associated with the production of soluble forms of
NKp30 ligands, including B7-H6 and BAT-3 [37,38]. In
contrast, in this study we found that B7-H6 was not
detectable as soluble forms in serum samples from HIV-2
infected patients but was expressed in large quantities as a
membrane-bound form at the surface of infected target
cells, whereas it was found on few, if any, HIV-1-infected
cells as firstly described by Ward et al. [22]. These findings
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support the hypothesis that decreased expression of
NKp30 on NK cells from HIV-2" patients is mediated by
a chronic exposure to B7-H6 expressed on target cells, as
previously reported in other settings [31,37,39].

Very little is known, however, about the possible
mechanisms involved in the downmodulation of activat-
ing NK receptors, although it appears to depend on
physical contact between NK eftector cells and target cells
expressing various specific ligands. Examples of chronic
ligand exposure-induced downregulation of NK-cell-
activating receptors, other than NKp30, include
DNAMI1, CD16, and NKG2D [40]. Thus, several lines
of evidence indicate that NKG2D ligands induce receptor
endocytosis and suggest that the rate of receptor
internalization and degradation depends on the nature
of the ligand. In addition, functional impairment is
apparently associated with downmodulation of mem-
brane-bound ligand-mediated NKG2D; for example,
reduced receptor expression prevents NK cells from
rejecting MICA-positive tumors in transgenic mice that
overexpress MICA [41]. Similar data was reported for the
downmodulation by NKp30 by cellular ligands in human
cells infected by HCV [42] and in this study by HIV-2.
Thus, a similar phenomenon may serve as a mechanism
for evasion from NK-cell immune-surveillance in
different situations, including HIV-2 infection. It seems
however that in HIV-2, downmodulation of NK30 was
independent of the expression of the CD3( signaling
NKp30 adaptor protein [20], whereas functional
impairment of this coreceptor was shown after stimula-
tion of CD3" T and NK cells in a context of persistent
ligand exposure for NKG2D [43]. Together, these data
suggest that disruption of natural cytotoxicity receptor
(NCR)/NCR-ligand expression is a significant event that
must be considered in evaluating the balance between
NK-cell activation and inhibition.

Another remarkable point is that NK cells from HIV-2"
patients produce very high amounts of IFN-vy, regardless
of the environmental pressure. This could be explained by
the sustain activation status of NK cells, in accordance
with the ‘discontinuity theory’ [44], in which the
immune system responds to sudden changes in antigenic
stimulation and is rendered tolerant by slow or continuous
stimulation. The recent study of Huot et al. [45]
concerning the control of simian immunodeficiency
virus (SIV) replication by NK cells in lymph node follicles
of African green monkeys would encourage us to test
this hypothesis.

In conclusion, we have shown that the decreased
expression of the activating NKp30 NK-cell receptors
in HIV-2 results in impaired function caused by a by
permanent exposure of B7-H6. This could represent a
novel molecular mechanism of viral escape that may
participates in immune subversion mediated by a chronic
HIV-2 infection, or alternatively for a very efficient

control of HIV-2 replication through NKp30-mediated
recognition and killing of infected cells by NK cells.
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Supplementary Table 1. Characteristics of HIV-2-infected patients

Patient | Gender Age CD4 Nadir CD4 | Timesince | Viral load Viral DNA Country
# (years) count count Diagnosis | (copies/mL) | (copies/ 10° of birth
(cell/ul) (cell/ul) (years) PBMC)

1 M 44 707 444 20.5 1.3 187 Ivory Coast

2 F 54 1118 539 27.3 24 10 Guinea Conakry
3 F 43 858 706 22.7 <1 10 France

4 M 52 891 602 11.3 <1 131 lvory coast

5 F 50 1776 971 8.8 <1 53 Ghana

6 M 70 502 390 7.4 58.0 127 Senegal

7 F 34 1212 711 12.5 5.6 88 The Gambia

8 F 48 859 601 9.2 75.0 40 Guinea Conakry
9 M 59 1300 712 8.8 <1 nd Colombia

10 F 52 604 618 25.6 <1 10 Guinea Conakry
11 M 46 904 359 7.5 1.1 nd lvory coast
12 F 40 1170 597 15.4 <1 484 lvory coast
13 F 49 812 513 10.2 <1 nd Guinea Conakry
14 F 49 895 528 11.3 <1 28 lvory coast
15 M 55 927 588 9.0 <1 nd lvory coast
16 F 49 836 528 10.4 <1 nd Ghana

17 F 39 1036 800 12.7 <1 53 lvory coast
18 M 53 1228 1165 17.6 <1 170 Guinea Bissau
19 F 21 1125 465 nd <1 nd lvory coast
20 F 59 1123 520 16.0 <1 nd lvory coast
21 F 50 887 485 16.2 <1 517 lvory coast
22 M 48 399 434 14.4 <1 nd France

23 M 52 413 314 18.2 5.7 342 France

24 M 57 1090 562 23.0 <1 107 lvory coast

M: male; F: Female
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Supplementary Table 2. HLA class| typing of HIV-2-infected patients

Patient HLA-A Bw4 HLA-B Bw4/Bw6 HLA-C clrc2
#
1 03:01:01/23:01:01 35:01:01/53:01:01 Bw6/Bw4 | 04:01:01/04:01:01 | C2/C2
2 03:01:01/74:01 14:02:01/15:52 Bw6/Bw6 | 07:01:01/08:02:01 | C1/C1
3 01:23/33:79 15:16:01/35:03:01 | Bw4/Bw6 | 04:01:01/14:02/01 | C2/C1
4 02:05:01/03:01:01 49:01:01/57:03:01 | Bw4/Bw4 | 07:01:01/18:01 Cl/C2
5 68:01:01/68:02:01 07:02:01/52:01:02 | Bw6/Bw4 nd
6 02:05:01/02:05:01 27:03/53:01:01 Bw4/Bw6 | 02:02:01/04:01:01 | C2/C2
7 03:01:01/26:01:01 58:01:01/58:01:01 | Bw4/Bw4 | 03:02:01/07:01:01 | C1/C1
8 34:02:01/68:02:01 15:03:01/53:01:01 | Bw6/Bw4 | 02:10/04:01:01 C2/C2
9 01:01:01/29:02:01 44:03:01/57:01:01 | Bw4/Bw4 | 06:02:01/16:01:01 | C2/C1
10 02:01:01/23:01:01 Bw4 15:03:01/52:01:02 | Bw6/Bw4 | 02:03/16:01:01 C2/C1
12 33:03:01/68:02:01 53:01:01/53:01:01 | Bw4/Bw4 | 04:01:01/04:01:01 | C2/C2
13 34:02:01/34:02:01 07:05:01/53:01:01 | Bw6/Bw4 | 04:01:01/07:02:01 | C2/C1
14 02:01:01/68:01:01 15:16:01/51:01:01 | Bw4/Bw4 | 14:02:01/16:01:01 | C1/C1
17 03:01:01/03:01:01 35:01:01/53:01:01 | Bw6/Bw4 | 04:01:01/04:01:01 | C2/C2
18 23:01:01/23:01:01 07:02:01/14:02:01 | Bw6/Bw6 | 07:02:01/08:02:01 | C1/C1
21 33:03:01/33:03:01 53:01:01/53:01:01 | Bw4/Bw4 | 04:01:01/04:01:01 | C2/C2
22 02:01:01/29:02:01 39:01:01/44:03:01 | Bw6/Bw4 | 07:02:01/16:01:01 | C1/C1
23 24:01:01/25:01:01 | Bw4/Bw4 | 35:01:01/44:02:01 | Bw6/Bw4 nd
24 23:01:01/34:02:01 53:01:01/53:01:01 | Bw4/Bw4 | 04:01:01/04:01:01 | C2/C2

Nd: not done
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Supplementary Fig. 1
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Supplementary Fig. 1. Hierarchical clustering of the 11 combinations of NK cell markers
from HIV-2* patients. Characteristics of each HIV-2* patient are reported in Supplementary
Table 1. This analysis was performed with 17 HIV-2-infected patients and 15 healthy controls
of the same origin (AFR). Each horizontal line is dedicated to a definite NK marker, with the
color of each square reflecting the percentage of expression of the corresponding marker in
each NK sample. The values measured for samples are color displayed and rank ordered: green
colors are inferior to median, and red superior to median. Analysis was performed with the
Genesis program (available at www.genome.tugraz.at), as described (Vieillard et al., 2010).
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Supplementary Fig. 2. Complementary analysis of phenotypic NK cell markers from HIV-2*
patients. (a) Median fluorescence intensity (MFI) of HLA-DR, NKp30, and NKp46 on CD3'CD56*
NK cells. (b) Percentage of differentiation markers (NKG2A, CD161, and CD57) among the CD3"
CD56" NK cells. Data are shown for healthy African donors (AFR, solid circles), HIV-2* patients
(solid squares), LTNP HIV-1* patients (open triangles), HIC HIV-1* patients (open diamonds),
and healthy Caucasian controls (CAU, stars). Horizontal bars represent the median. Intergroup
comparisons were assessed with the Kruskal-Wallis test and Dunn’s post-test. *p< 0.05;
**p<0.01. (c) Percentage and MFI of Siglec-7 expression among the CD3'CD56* NK cells. Data
are shown for HIV-2* patients (solid squares) and healthy controls (solid circles). Unpaired
comparison was assessed with the Mann-Whitney test; **p=0.0072. (d) Correlation of Siglec
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Supplementary Fig. 3. Analysis of inhibitory KIR markers in NK cells from HIV-2* patients.
(a) Percentage of CD3°CD56* NK cells expressing KIR2DL1, KIR2DL2/DL3, and KIR3DL1. Data
are shown for healthy African donors (AFR, solid circles), HIV-2* patients (solid squares), LTNP
HIV-1* patients (open triangles), HIC HIV-1* patients (open diamonds) and healthy Caucasian
controls (CAU, stars). Horizontal bars represent the median. Intergroup comparisons were
assessed with the Kruskal-Wallis test and Dunn’s post-test. *p< 0.05. (b) Analysis of the
recognition of inhibitory KIR (KIR2DL1, KIRD2DL2/DL3, and KIR3DL1) and their respective HLA
class-1 group ligands (Supplementary Table 2).
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Supplementary Fig. 4. Expression of CD3in NK cells from HIV-2* patients. (a) Representative
Dot-plots of intracellular CD3T expression in NK cells from 2 HIV-2-infected patients (HIV-2;
patients # 3, and 5) and 2 healthy donors (Ctl). Frequency of CD3Z* NK cells is noted for each
sample. (b) Quantification of intracellular CD3T frequency in NK cells from 5 HIV-2-infected
patients and 5 healthy donors (Ctl). CD3"CD56* NK cells were stained with the CD247 (CD3
zeta) monoclonal Ab (6B10.2), PercP-eFluor 710 from eBioscience.
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Supplementary Fig. 5. Analysis of cytolytic markers in NK cells from HIV-2* patients. Median
fluorescence intensity (MFI) of intracellular expression of perforin, granzyme B, and
granulysin, among the CD3'CD56" NK cells. Data are shown for HIV-2* patients (solid squares)
and healthy controls (Ctl, solid circles). Horizontal bars represent the median.
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Article n°3

A comparison of cell activation and exhaustion, expression
of HIV co-receptors and restriction factors in HIV-1

infected and HIV-2 infected Non Progressors

Diallo MSY?2,  Samri Al? Charpentier C2, Bertine MS3, Cheynier R* Thiébaut
R®, Matheron S8, Collin F°, Brun-Vézinet F37, Autran B*8; ANRS CO5 IMMUNOVIR-2
and ANRS CO15 ALT Study Groups.

Résumé :

L’infection par le VIH progresse le plus souvent vers le stade SIDA, cependant une faible
proportion des patients infectés arrive a contrdler I’infection : ce sont les Long Term Non
Progressor (LTNP). Le VIH-1 LTNP et le VIH-2 font tous deux partir d’un modele de faible
pathogénicité du VIH. Les LTNP expriment un HLA particulier (HLA B*27 et B*57) qui les
protége et représente un frein au développement du virus. De méme que le SIV et le VIH-2 le
réservoir du VIH-1 LTNP a été localisé majoritairement dans les lymphocytes T CD4"
transitionnelle mémoire (TTM) et les centrale mémoire (TCM) mais aussi dans les monocytes.
Les principaux corécepteurs du virus du VIH-1en plus du récepteur CD4 sont le CCR5 et
CXCR4 en fonction du tropisme viral, secondairement d’autres corécepteurs peuvent étre
utilisés tel que le CXCR6. Des facteurs de restriction capables de bloquer I’évolution du virus
sont exprimées par les cellules a des degrés différents tels que : SAMHD-1, Blimp-1 et
TRIM5a qui n’aurait pas d’influence sur le VIH-1. Dans cette étude nous avons analysé des
PBMC préalablement congelé de sujets VIH1 LTNP (cohorte ANRS CO15). Les résultats ont
été comparés aux patients VIH-2* (cohorte ANRS CO-05) et aux donneurs sains VIH"
(Etablissement Francais du Sang). Un marquage membranaire un marquage membranaire et
intracellulaire a été réalisé pour évaluer I’expression de différents marqueurs PD1, CCR5,
CXCR6, SAMHD1, Blimpl et TRIMb5a sur les différentes sous populations des cellules T
CD4". Lactivation cellulaire a été évaluée par la présence HLA- DR, qui était plus forte dans
les TTM des VIH-1 LTNP comparée aux sujets VIH-2" et aux donneurs sains (VIH).

L’expression de PD1 quant a elle était plus élevée sur les sous-populations de cellules T CD4*

156


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Diallo%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Samri%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Charpentier%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Bertine%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Cheynier%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Thi%C3%A9baut%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Thi%C3%A9baut%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Matheron%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Collin%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Brun-V%C3%A9zinet%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=Autran%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31095640
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/?term=ANRS%20CO5%20IMMUNOVIR-2%20Study%20Group%5BCorporate%20Author%5D

des LTNP par rapport aux groupes controles (VIH-2" et Donneurs sains). L’analyse du
corécepteur CCR5 a montré une légerement augmentation (sans différence significative) dans
les différentes sous populations alors que le niveau était plus faible sur les cellules T CD4*
CXCR5*PD1* (Tfh) chez les HIV-1 LTNP comparé aux deux autres groupes ; a I’inverse,
I’expression du CXCRG6 était significativement plus faible chez les VIH-1 LTNP dans
lymphocyte T CD4" totaux, TN, TCM et TTM comparée aux donneurs sains (respectivement
p<0.01, p<0.05 les TN, TCM et TTM). L’expression de SAMHDL1 était significativement plus
élevée dans toutes les sous-populations des cellules CD4 totaux, activés et resting des sujets
VIH-1 LTNP comparée aux deux autres groupes. Cependant I’analyse de Blimp1 a montré des
niveaux quasi identiques dans les différents groupes de méme que pour TRIM5a. Notre étude
montre que le VIH-1 LTNP se caractérisent par une forte expression de PD1 et SAMHD1 dans
les différentes sous-populations de CD4.
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Introduction

The HIV infection can induce two types of attenuated diseases, both governed by
immunity, whether intrinsic, innate or adaptive. One type due to the highly pathogenic HIV-1
is observed in exceptional genetically privileged persons with peculiar HLA class I genes able
to drive major immune barriers against the virus (J. Blankson 2010; Casado et al. 2018).
Another attenuated disease is due to HIV-2 which induces a milder infection along mechanisms
which are not yet fully elucidated. A higher sensitivity of HIV-2 to hosts’ immunity is
associated to its lower pathogenicity (Santiago 2005; Alatrakchi et al. 2006; Leligdowicz et al.
2007, Angin et al. 2016;) but other molecular mechanisms seem at play. Both retroviruses are
sensitive to antiretroviral drugs, albeit at a lesser degree for HIV-2, but cannot be eradicated
from the HIV reservoirs. The HIV / SIV reservoirs are predominantly localized in lymphoid
tissues among very heterogeneous CD4 T cell populations. The long-life subset of central-
memory CD4 T cells (TCMs) is usually the main reservoir of HIV-1/S1V but the level of TCM
infection appears to be a critical factor for functional cure and might reflect or influence
differences in pathogenicity between HIV-1 and HIV-2 or SIVagm. Indeed, contrasting with
the SIVmac239 in rhesus macaques the SIVagm infection in AGM monkeys predominates into
the more differentiated, shorter life transitional-memory (TTM) and effector-memory (TEM)
CDA T cells (Paiardini et al. 2009). Similarly our group showed that the HIV-1 reservoirs were
lower in TCM than in TTM from HIV-1 infected non-progressors expressing HLA-B*27 or
B*57 and correlated with the anti-HIV CD8 T cell response (Descours et al. 2012). More
recently we also showed that the HIV-2 reservoirs from Non-Progressors predominate among
TTM (Samri et al. 2019).

The distinct pathogenic profiles of these two cousin viruses seem to involve several
host’s cells port of entry and restriction factors with distinct characteristics depending on host
and viral species. First while the low SIVagm pathogenicity seems to be related to a lower
CCR5 expression in TCM from AGM monkeys than from Rhesus macaques, this mechanism
does not seem to be involved in the HIV-2 pathogenicity (Samri et al. 2019) nor in the LTNP
process (Descours et al. 2012), although the CCR5 expression was not compared between CD4
T cells from HIV-1 infected LTNPs and HIV-2 NPs. In addition, a peculiar envelope sequence
of HIV-2 confers the ability to use the alternative co-receptor CXCR6. Such a viral sequence
and CXCR6 usage also appear to participate to the low pathogenicity of SIVagm in AGM

monkeys and even to some slowly progressing HIV-1 diseases ((Wetzel et al. 2018). The
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chemokine receptor CXCRG6 is known to be expressed by small subsets of human T cells, but
not by monocytes or dendritic cells (Unutmaz et al. 2000). SIV can penetrate cells in vitro
through various alternative transmembrane receptors including CXCR6 (Wetzel et al. 2018).
We recently showed that the CXCRG6 gene and protein expression levels are significantly higher
in TTM than in TCM from HIV-2 non progressors, thus correlating with the higher reservoir
levels observed in TTM (Samri et al. 2019). However similar analysis has not yet been done in
cells from HIV-1 infected LTNPs.

Second some restriction factors appear to play opposite roles in controlling
pathogenicity of these viruses. Among others, SAMHD1, which interacts with the HIV-1 vpr
but not with the HIV-2 vpx, limits HIV-1 replication in myeloid cells (Hrecka et al. 2011,
Laguette et al. 2011)and in naive CD4 T cells. The resting CD4 T cells express considerable
levels of SAMD-1 which protects them against HIV-1 infection while the expression of
SAMHD-1 decreases in activated cells as a function of cell divisions. It is not yet known
however whether SAMHD1 expression in CD4 T cells from HIV-1 LTNPs differ from those
observed in healthy uninfected individuals or even from HIV-2 Non-Progressors. A second
factor, Blimp-1, which blocks transcription of Bcl-6, T-bet, IL-2, IFN-y and IFN-B in
lymphocytes (Cimmino et al. 2008, Iwasaki et al. 2013, Keller and Maniatis 1991, Martins et
al. 2008), is also able to repress HIV transcription by binding the HIV-1 LTR (Michaels et al.
2015). Our group showed the levels of the gene transcripts encoding for Blimp-1 negatively
correlated with the HIV-1 infection levels in TCM from aviremic and viremic LTNPs. As
BlimP1 inhibits TfH differentiation in which Bcl6 is highly expressed (Martins et al. 2008;
Crotty et al. 2010), and (Crotty et al. 2010) the question of whether this Blimp-1 expression
disequilibrium reveals a disbalance in TfH cells among TCM remains unknown. However,
HIV-2 should not be affected by Blimp-1 since its LTR sequence does not show any binding
capacity to Blimp-1. Paradoxically Blimp-1 expression is increased in highly activated
exhausted T cells from untreated HIV-1 infected patients together with immune check-points
such as PD-1, LAG3 and CTLA-4 and T cell depletion and apoptosis (Che et al 2012, Seddiki
et al 2013, Shankar et al 2011). Yet nothing is known about the levels of Blimp-1 expression in
CD4 T cell subsets from non-progressors with low pathogenic HIV-1 and HIV-2 infection.
Another restriction factor, Trim-5a (N-terminal tripartite motifs 5) might play distinct roles in
the pathogenicity of HIV-1 and HIV-2/SIV. While Trim-5a has a very high anti-retroviral
activity for SIV by degrading the SIV capsid proteins (Hatziioannou et al 2004, Stremlau et al
2004, 2005, Towers et al 2000; Towers, Collins, and Takeuchi 2002 Williams and Burdo 2009),
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HIV-1 capsids are resistant to the potent Trim-5a restriction effect. The HIV-2 capsid might be
more sensitive than the HIV-1 capsid to Trim-5a degradation. In our recent study on HIV-2
NPs we showed higher levels of TRIMS5a transcripts in TCM than in TTM, inversely correlating
with the HIV-2 reservoir levels, suggesting a negative effect of TRIM5a on HIV-2, but those
differences were not confirmed at the protein level (Samri et al. 2019) and it is not known
whether the Trim-5a expression in CD4 T cell subsets differs between non progressors infected
with HIV-1 or HIV-2.

In an effort to compare the characteristics of host cells harbouring the reservoirs of these
two types of attenuated HIV-1 and HIV-2 diseases in infected non progressors, we compared
the levels of cell activation and exhaustion, the expression of CXCR6, SAMHD1, Blimp-1,

Trim-5a using a comprehensive multiplex phenotypic analysis of CD4 cells.
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Methods
Patients samples :

Cryoreserved peripheral blood cells (PBMC) were obtained from 10 HIV-1 infected
LTNPs from the ANRS-CO15 ALT cohort (de Masson et al. 2014; Vieillard et al. 2010); 14
HIV-2 infected Non Progressors from the ANRS-Co4 cohort who had been previously included
in (Samri et al. 2019). Patients characteristics are shown in Table 1 and 2. Data were compared
to those obtained from PBMCs of 12 healthy HIV-negative donors including 7 from
Etablissement Francais du Sang (Pitié-Salpétriere Hospital France) and 5 African healthy
donors recruited in the Immunovir study and matched for geographic origin, sex and age. An
ethical approval had been obtained from CPP and all patients and controls gave a signed

informed consent.

Flow cytometry analysis

All analyses were performed on 10 million thawed PBMCs with an at east 80% viability
by trypan blue exclusion. Cells were stained using a panel of antibodies targeting cell surface
molecules : CD3APC-H7, CD4BV510, CD45RAFITC, CD27PE-Cy7, CCR7APC-R700,
CXCR5AF647, PD-1BB700, CXCR6BV421 (all from BD-Bioscience, San-Jose, California,
USA as described (Samri et al. 2019). The intra-cellular staining included the anti-Trim-5a and
IgGPE (both from Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA), the A488-conjugated anti-SAMHD-
1, a kind gift of O. Schwartz and the BV421-conjugated anti-Blimp-1 (Becton-Dickinson). A
viability dye FSV620 (Invitrogen : L34976CD32PE) was added. All staining procedures were
performed as described in (Samri et al. 2019). The labelled and fixed cells were run on the
LSRFortessa [Becton-Dickinson] from the CyPS flow-cytometry facility. The FCS files were
analysed using the software FacsDIVA version 6.1.3 and Flowjo V10.

Statistics :

Statistical analysis and graphs were performed using the Prism software version 5.02.
For non-parametric analysis, we used an ANOVA (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) with the
Wilcoxon test followed by a Bonferroni post-test, the data were considered as significant when
P <0.05.
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Table 1 : HIV-2 Participants characteristics (ANRS Co-5)

Participan Gender Age CD4 T-cell Timesince Ultra-Sensitive  HIV-2DNA HIV-2  Geographic
ts (years) Counts diagnosis Viral Load (copies/10°  group Origin
(cells/mm?3)  (years) (copies/mL PBMC)
plasma)
1 M 52 891 11.3 <1 131 B Ivory Coast
2 M 53 1228 17.6 <1 170 Al  Guinea Bissau
3 F 52 604 25.6 19 139 B Guinea Conakry
4 M 57 1090 23 ND 107 Al Ivory Coast
5 F 34 1212 12.5 5.6 88 Al Gambia
6 F 50 1776 8.8 <1 53 B Ghana
7 F 39 1036 12.7 <1 53 B Ivory Coast
8 F 48 859 9.2 ND 40 B  Guinea Conakry
9 F 49 895 11.3 <1 28 B Ivory Coast
10 F 54 1118 27.2 2.4 10 B  Guinea Conakry
11 M 59 1300 8.8 <1 <75 NA Colombia
12 M 44 707 20.5 1.3 187 A Ivory Coast
13# F 43 858 22.7 <1 10 NA Ivory Coast
14# M 70 502 7.4 58 127 A Guinea Conakry
Median 51 966 12.6 1 70.5 (88%*)
[IQR 25— [44-55] [820-1216] {9.1-22.8} f1-43 [34-135] *
75%)]
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Table 2 : HIVV-1 LTNPs characteristics

VL
Subjects Gender ag9e  Timesince 1  cpgoy C'iguzfse" (RNAp(I:\o/[I)_ieslml (RIPJA log10 (t'(!;i/ésl/llgeNA
seropositivity (cells/mm3) plasma) Cgf:fjg' PBMC)
02.002/4 M 44 15 38 1428 622 1,7 152
04.002/3 M 26 13 42 818 1960 2.0 48
04.030/5 F 36 14 35 1011 154 2.2 25
04.036/4 F 35 11 34 392 1075 2.8 117
04.046/2 M 66 10 44 728 101 2.5 55
04.054/2 M 57 7 38 642 357 26 51
05.002/3 M 31 14 24 949 54 000 2.9 481
06.002/2 M 40 11 39 828 299 3.0 5
08.005/1 M 37 9 31 790 60 33 85
11.024/3 F 42 10 35 861 194 4,7 20
Median - 37 11 35 827 194 2.6 51
[IQR ] [35-43]  [10-13,5] [35-39 [759-905] [101-357] [2,2-2,95]  [25-101]
25-75%]
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Results

Higher levels of activation and PD1 expression on CD4 T cells from HIV-1
than HIV-2 patients

We first compared the distribution of various CD4 T cell subsets in the three groups of
individuals. The proportions of subsets did not vary much except for TTM that were lower in
HIV-1 than others (p<0.031) (Figure S1A). There were no differences as well in TfH
proportions, as assessed by expression of CXCR5 or co-expression of CXCR5 and PD-1.
Similar findings were observed among activated CD4 T cells, as defined by HLA-DR
expression (Figure S1B), and resting HLA-DR- CD4 T cells despite a higher proportion of
resting PD1"CXCR5" cells in HIV-1 LTNPs (Fig S1C). Proportions of activated HLA-DR CD4
T cells did not differ between the three groups (Figure 1A) although the three memory subsets
(TCM, TTM and TEM) from HIV-1 LTNP significantly contained more activated HLA-DR*
cells compared to HIV-2 NPs, the latter did not differing from HD, and more activated TEM
than in HD ones (Figure 1B). However, the activation levels on total CD4 T cells did not
correlate with HIV-1 plasma loads. To investigate whether this higher memory subset activation
was associated with some cell exhaustion, we analysed the PD-1 expression in parallel. The
proportions of CD4 T cells displaying PD-1, though low, were significantly higher on CD4 T
cells from HIV-1 LTNPs compared to those from HIV-2 or healthy donors, even on resting
cells (p<0.01) (Figure 1C), as well as on the distinct subsets from HIV-1 LTNPs, compared to
HIV-2 NPs or HD cells (Figure 1D). However, neither the percentages nor the MFI of PD1

expression correlated with the HIV-1 plasma loads or with the CD4 counts.
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Figure 1: Levels of cell activation and exhaustion in CD4 T cells from HIV-1
infected LTNPs, HIV-2 infected NPs and Healthy donors. A : Proportions of HLA-DR™ cells
among total CD4 T cells; B : Proportions of HLA-DR* cells among CD4 T cell subsets ; C :
Proportions of PD1" cells among total, activated (HLA-DR™) and resting (HLA-DR") CD4 T
cells ; D : Proportions of PD1* cells among total CD4 T cell subsets from the three subjects

groups. The p values *p<0.05, **p<0.001 , ***p<0.0001.

Lower CXCRG6 expression on CD4 T cells from HIV-1 than HIV-2 LTNPs

We then analyzed the proportions of co-receptors in total CD4 T cells as well as in the
activated and resting sub-populations. We observed no differences in the CCR5 expression
between HIV-1, HIV-2 Non Progressors or healthy donor cells except for TCM from HIV-1
LTNPs which displayed significantly higher CCR5 levels than TCM from HIV-2 NPs or HD
(p=0,025). An inverse trend was observed in CXCR5'PD1" TfH cells, with a lower CCR5
expression from HIV-1 LTNPs cells compared to HIV-2 ones (though not significantly) and to
healthy donors (p=0.034).

Conversely the levels of CXCR6 expression were significantly lower in total, naive,

central- and transitional-memory CD4 T cells from HIV-1 LTNPs than in corresponding cells
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from healthy subjects while this was true only for TN and TTM from HIV-2 individuals. An
increasing gradient of CXCRG6 expression was also observed from TN to the more differentiated
TEM cells with higher proportions of CXCR6" TfH and PD1" TfH cells. As described for HIV-
2 NPs and HDs (Samri et al. 2019) the proportions of TCM displaying CXCR6 were
significantly lower than the TTM ones in HIV-1 infected LTNPs (p=0.031).
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Figure 2 : Cell surface expression of the CCR5 and CXCR6 HIV co-receptors on
CD4 T cells from HIV-1 infected LTNPs, HIV-2 infected NPs and Healthy donors. A :
Proportions of CCR5" cells among total CD4 T cells; B : Proportions of CXCR6" cells among
total CD4 T cells. The p values *p<0.05 , **p<0.001.

Higher SAMHD1 expression but not of Blimp-1 on CD4 T cells from HIV-
1 LTNPs:

We then analyzed the levels of intra-cytoplasmic SAMHD1 expression in CD4 T cells
from all subjects. We observed significantly higher proportions of SAMHD1" cells among CD4
T cells from HIV-1 LTNP compared to HIV-2 NPs and healthy subjects, particularly in the less
differentiated subsets of naive, TCM, TTM and TfH cells, but not in the PD1*TfH cells nor in
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the most differentiated TEM cells (Figure 3A). These differences affected only the resting CD4
T cell subsets but not the activated ones (Figures 3B and 3C) while the low or high intensity of
SAMHD1 expression did not differ between groups (Figure S2). There was no correlation
between proportions of SAMHD1* positive cells or its low or bright expressions and the HIV- 1

viral loads.
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Figure 3: Levels of SAMHD1 expression among CD4 T cells from HIV-1 infected
LTNPs, HIV-2 infected NPs and Healthy donors. A : Proportions of SAMHD1* cells among
total CD4 T cells and their subsets; B : Proportions of SAMHD1* cells among activated CD4 T cells
and their subsets ; C : Proportions of SAMHD1* cells among resting CD4 T cells and their subsets. The
p values *p<0.05 , **p<0.001 , ***p<0.0001.

In contrast we did not observe differences in the Blimp1 expression in total CD4 T cells
or in subsets from HIV-1, HIV-2 LTNPs and healthy subjects. A non-significant trend was
observed toward a higher Blimp1 expression in TCM than in TTM from HIV-1 LTNPs (Fig 4
and S3A) without differences in proportions of Blimpl™ CD4 T cell subsets from the HIV-1
LTNPs. Activated CD4 T cells and subsets contained more Blimpl* cells compared to resting
ones (Fig. S3B, S3C), without differences between HIV-1 LTNPs, HIVV-2 NPs and HDs (data
not shown). However there were significantly less Blimpl® cells among PD1*CXCR5" TfH
cells from HIV-1" LTNPs than from healthy donors but this was not the case for HIV-2 NP
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ones (Figure 4B). Similarly there were more Blimp1* cells among PD1" than PD1" total CD4 T
cells from HIV-2 non progressors and healthy donors but not from HIV-1 LTNPs (Fig 4C).
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Figure 4 : Levels of Blimp1 expression among CD4 T cells from HIV-1 infected LTNPs,

HIV-2 infected NPs and Healthy donors. A : Proportions of Blimpl* cells among total CD4 T
cells and their subsets; B : Proportions of Blimpl* cells among total blood TfH CXCR5* CD4 T cells
and their PD1* subset; C : Proportions of Blimp1* cells among the PD1* and PD1- fractions of total CD4
T cells. The p values **p<0.001

Finally when analyzing the intensity of Trim-5 a intra-cytoplasmic expression in total,
resting and activated CD4 T cells and their subsets, we did not observe any difference between
HIV-1, HIV-2 and healthy subjects (Fig 5). Unfortunately this was not evaluable in activated

CDA4 T cells or in TfH because of the too low number of cells.
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Fig 5
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Figure 5 : Intensity of TRIM5a expression among CD4 T cells from HIV-1 infected
LTNPs, HIV-2 infected NPs and Healthy donors. Results expressed as Mean TRIMS5a.
Fluorescence Intensity (MFI) minus the corresponding MFI of the IgG negative control for each

subject.
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Discussion

Our comprehensive analysis of cell activation and exhaustion and of co-receptors and
restriction factors on CD4 T cells from the two non-pathogenic models of HIV-1 infection in
LTNPs and HIV-2 infection in NPs revealed some distinct profiles in accordance with the
known relationships between these two viruses and these factors. The HIV-1 non progression
model differed by a higher level of cell activation and PD1 expression, a higher level of
SAMHD1 but not of Blimp-1, while the HIV-2 non progression model displayed a higher

CXCRG6 co-receptor expression.

The differences in CD4 T cell activation and levels of PD-1 expression observed here-
in probably reveal the fact the HIV-1 LTNPs we studied were more viremic than the HIV-2
NPs. However neither the proportions of HLA-DR™ or PD1* CD4 T cells nor the intensity of
PD1 expression correlated with HIV-1 plasma loads or CD4 counts, suggesting that the low
level viremia observed in the HIV-1 infected LTNPs induces a minimal level of memory cell
activation and exhaustion that does not alter the CD4 T cell homeostasis. The subset
distribution, particularly the TfH one, did not show much differences between those two groups.
While blood PD1" Tth cells from HIV-1 LTNPs were higher in the resting fraction of CD4 T
cells than in normal donors, as described for normal HIV-1 infected progressors, we show here
for the first time to our knowledge that these key cells do not differ between HIV-2 non
progressors and normal donors. Various studies also showed the proportion of Tfh cells
increased compared to other memory CD4*T cells in lymphoid tissues from viremic HIV-1
infected individuals even under ART (Ruffin et al. 2015; Klatt et al. 2011; Hong et al. 2012;
Xu et al. 2013; Zaunders et al. 2016; Hey-Nguyen et al. 2017) but we could not have access to
lymphoid tissues. Interestingly the lower proportions of CCR5" PD1* TfH cells from HIV-1
LTNPs than in normal donors might help at limiting infection in those key cells and at
preserving their numbers. In contrast the putative HIV-2 co-receptor, CXCR6, had a more
limited expression in several CD4 cell subsets from HIV-1 LTNPs and HIV-2 NPs compared
to normal donors cells, but not on TfH cells. In addition TCM from HIV-1 infected LTNPs
displayed lower proportions of CXCR6" than TTM, a finding our group previously reported in
HIV-2 NPs and normal donors. This latter characteristics had been related to a more limited
HIV-2 infection in TCM as CXCRG6 usage depends on a peculiar sequence of the HIV/SIV
envelope V3 loop (Wetzel et al. 2018). Recent genetic findings suggest CXCR6 might also play
a role in the LTNP process. (Limou et al. 2010). Altogether the increasing gradient of CCR5
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and CXCR6 chemokine receptor expression on memory CD4 T cells makes also those cells
well equipped to directly migrate to inflamed tissues and maintain a long term immunity to
HIV-1 and -2 (Bromley et al. 2008; Kim et al. 2001; Sallusto et al. 1999).

In this work we found the different CD4 T cells subsets of LTNPs contained more
SAMHDL1" cells compared to other groups, except in the activated subsets. As SAMHDL1 is a
host factor limiting HIV-1 but not HIV-2 replication in myeloid (Laguette et al. 2011; Hrecka
et al. 2011) and lymphoid CD4 T cells (Ryoo et al. 2014), these differences might be of interest
for the control of HIV-1 in LTNPs although we did not find a significant correlation between
SAMHD1 expression and HIV-1 plasma loads contrasting with the reported previously trend
(Ruffin et al. 2015). The lower SAMHD1 expression we found in activated cells had also been
(Ruffin et al. 2015) associated to a decrease in SAMHD1 mRNA in proliferating cells. However
The higher levels of SAMHD1* cells and the trend for SAMHD1'°" cells we found in total and
resting CD4 T cells from LTNPs compared to healthy donors and HIV-2 infected subjects have
to be compared with other reports (Hani et al. 2019) of significant differences between healthy

donors and HIV-1 infected patients even on ARV treatment.

The Blimpl proteic expression was slightly higher in TCM from HIV-1 LTNPs
compared to normal donors and HIV-2 NPs. A limitation of this analysis however is the very
weak Blimplexpression which is homogeneously distributed in all cells and did not show
significant differences when analysing the MFI of this intra-cellular factor in TCM or in TfH.
Nevertheless this trend is in accordance with previous findings from our group of higher levels
of BlimlImRNA in TCM from aviremic HIV-1 infected Elite Controllers compared to viremic
LTNPs and is of interest given this transcriptional repressor acts on HIV-1 but not HIV-2 (de
Masson et al. 2014; Kaczmarek et al. 2013; Michaels et al. 2015). The significantly lower
proportions of Blimp1* PD1* TfH cells from HIV-1 infected LTNPs than in corresponding cells
from healthy donors, with a similar trend for HIVV-2 infected NPs, has to be considered with
caution given the low numbers of cells analyzed, but suggest Blimp-1 might not be active
against HIV-1 in this key TfH subset. This observation might also reflect the higher values of
Blimp1® cells in total PD1" CD4 T cells compared to PD1-negative cells from HIV-2 infected
NPs and HDs while this is not true in HIV-1 infected LTNPs. It suggests that the trend for
higher Blimpl expression in CD4 subsets from TLNPs does not reflect a cell exhaustion,
contrasting with what reported in viremic HIV-1 infected progressors (Kallies et al. 2006;
2004).
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Finally the TRIM5a. expression did not differ between subsets whether they were
infected or not and whatever the virus, in line with our previous report (Samri et al. 2019). As
the TRIMb5a expression is also very weak among all cells with no clear positive subsets, the
same limitation stressed out for Blimpl expression is certainly valid here. In addition TRIM5a.
certainly does not play a role in the HIV-1 infection while it might do so for HIV-2, which is

closer to SIV.

In conclusion, the HIV-1 non progression model we studied in slightly viremic LTNPs
differs by a higher level of cell activation and PD1 expression, a higher level of SAMHD1 but
not of Blimp-1, all parameters independent from the HIV-1 plasma loads, while the HIV-2 non
progression model we studied in mainly aviremic HIV-2 non progressors displayed a higher
CXCRG6 co-receptor expression, suggesting distinct patterns of hosts factors are at play, in
addition to robust immune responses, to contribute controlling these two lentiviruses in these

models of non pathogenic infections.
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Supplementary Figure 1 : Distribution of CD4 T cell Subsets in peripheral blood
CD4 T cells from HIV-1 infected LTNPs, HIV-2 infected NPs and Healthy donors. A :
distribution of subsets (TN, TCM, TTM, TEM, CXCR5" TfH and CXCR5"PD1" Tf) among

total CD4 T cells ; B : proportions of memory and TfH cells among activated CD4 T cells ; C :
distribution of subsets (TN, TCM, TTM, TEM, CXCR5" TfH and CXCR5'PD1" Tf) among

resting CD4 T cells. The p values *p<0.05, **p<0.001.
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Figure S2
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Supplemetary Figure 2 : profiles of SAMHD1 expression among CD4 T cells from
HIV-1 infected LTNPs, HIV-2 infected NPs and Healthy donors. Histogram representation

from a representative sample from each subject group.
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Figure S3 FigS3A
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Supplementary Figure 3 : Blimpl expression in CD4 T cell subsets from HIV-1
infected LTNPs. A : among total CD4 T cells ; B : among activated HLA-DR* CD4 T cells ;
C : among resting (HLA-DR-) CD4 T cells.
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Mes travaux de thése ont porté sur I’analyse des parametres associés a la faible
pathogénicité du VIH-2 avec un premier travail sur 1’étude des cellules immunes hétes des
réservoirs immuns du VIH-2 et dans deux autres travaux 1’étude des paramétres de I’immunité
innée médiée par les cellules NK, et de ’immunité intrinséque médiée par des facteurs d’entrée
du virus et de restriction virale dans les cellules hotes chez des sujets infectés par VIH-2 n’ayant

montré aucun signe de progression vers le SIDA.

Les réservoirs VIH-2

Afin de mieux comprendre les phénomenes associés a la faible pathogénicité du VIH- 2,
notre premier travail a porté sur 1’étude des cellules immunitaires hétes des réservoirs immuns
du VIH-2. En France, le VIH-2 représente 1 a 2 % des nouveaux diagnostics de VIH pour plus
de 1000 patients inclus (Cazein et al. 2015). Nous avons étudié le profil des sous-populations
lymphocytaires de sujets non progresseurs de la cohorte francaise de 'ANRS VIH- 2. Il
s’agissait de sujets infectés depuis plus de 10 ans en moyenne, avirémiques ou faiblement
virémiques et asymptomatiques, ce qui confirme le caractere de moindre pathogénicité lié au
VIH-2, mais la date précise de l'infection de ces patients reste inconnue (Visseaux et al. 2016).
Les sujets étaient principalement infectés par le sous type B de VIH-2 alors que dans une vaste
étude réalisée sur la distribution phylo-géographique, le sous-groupe A était plus répandu (Faria
et al. 2012). Cependant le sous-groupe VIH-2 B moins répandu étant surtout limité a la Cote
d'lvoire et au Ghana (Takehisa et al. 1997; Pieniazek et al. 1999), ces données confirment le
profil géographique de nos patients qui étaient originaires de ces deux pays. Néanmoins le sous-
type viral n’est pas connu pour influencer la pathogénicité du VIH-2. Le VIH-2, principalement
localisé en Afrique 1’ouest (De Cock et al. 1993) est caractérisé par une faible réplication virale
par rapport au VIH-1 (Berry et al. 1998; Ariyoshi et al. 2000), une diminution tres lente du taux
de CD4 et une faible progression de la maladie (Marlink et al. 1994; Matheron et al. 2003). Le
VIH-2 n’a pas souvent été étudié car réguliérement ignoré au profit du VIH-1 qui infecte un
nombre beaucoup plus important de patients et qui évolue beaucoup plus rapidement vers le

stade SIDA en ’absence d’un traitement efficace.

Les mecanismes qui régissent la pathogénicité du VIH-2 sont toujours en cours d’analyse; les
études menées jusqu’a aujourd’hui ont permis d’identifier a la fois des facteurs liés a 1’hote et
d’autres liés au virus concourant a la fois a un meilleur contréle immunitaire exercé notamment

par ’immunité adaptative médiée par les cellules T anti-VIH-2 (Leligdowicz et al. 2007) et a
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une réplication virale atténuée (Visseaux et al. 2019). Afin d’étudier les caractéristiques de cette
faible pathogénicité, nous avons sélectionnés pour notre étude des sujets de la cohorte frangaise
VIH-2 qui avaient une charge virale plasmatique indétectable et une absence de progression
vers le SIDA, en I’absence de traitement. Ces sujets sont représentatifs de 71% des sujets de la
cohorte nationale francaise qui ont une charge virale en dessous de 100 copies (Visseaux et al.
2016). A titre de comparaison, moins de 1% des sujets infectés par le VIH-1 ne progressent pas

vers le SIDA sur une période de 10 ans (Martinez et al. 2008).

Notre premier travail a concerné la caractérisation des réservoirs au niveau des cellules
du sang périphérique chez des sujets infectés par le VIH-2. En effet les deux virus, VIH-1 et 2,
ont développé des mécanismes d’échappement pour maintenir leur persistance chez 1'hote dans
des réservoirs viraux, dans des sites cellulaires ou anatomiques dans lesquels le virus peut
persister malgré la mise en place de réponses immunitaires antivirales (Barton et al. 2016).
Certains virus établissent un état d'infection réversiblement non productif (ou latent),
majoritairement dans des cellules T CD4 au repos, ce qui permet d'échapper aux mécanismes
immunitaires de I'h6te. Pour le VIH-1, les mécanismes de persistance et de latence ont
récemment fait I'objet de trés nombreuses études (Vansant et al. 2020; Khoury et al. 2018;
Romani et al. 2017; Dahabieh et al. 2015) mais ceux-ci ne sont pas connus pour le VIH-2. De
plus la distribution cellulaire des réservoirs de VIH-1 est assez bien connue mais on ignore tout
de celle du VIH-2.

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence que la proportion de cellules T
CD4* activées des sujets VIH-2 était similaire a celle des donneurs sains et aux Elite Controller
(EC). Puis, nous avons recherché le réservoir viral dans les 7 sous-populations T CD4*
majoritaires qui ont été triées (TN, TCM, TTM, TEM, CD4" Activés, CD4" Resting) ainsi que
dans les monocytes. Au cours de I’infection par le VIH-1, il a été montre que le virus se trouvait
majoritairement dans les TCM suivi des TTM (Chomont et al. 2009; Saez-Cirion et al. 2013;
Bacchus et al. 2013; Sé&ez-Cirion et al. 2013). De plus, les réservoirs de VIH-1 dans les
monocytes/macrophages sont mis en place dans les premiers jours (Koppensteiner et al. 2012;
Bacchus et al. 2013) et sont maintenus tout au long de l'infection, y compris pendant le stade
asymptomatique de la maladie, au cours duquel il peut encore diriger la pathogénese (Wong et
al. 2019).

Chez ces sujets non ou peu virémiques la production virale in vitro en culture cellulaire

a été tres faible malgré des techniques enrichies (une durée de 30 jours en présence de cellules
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feeders). Le seuil de détection n’a été dépassé que chez 3 des 14 patients infectes par VIH-2
analysés. Ces données contrastent avec celles rapportées dans d’autres études portant sur le
VIH- 1 (Descours et al. 2012; Autran et al. 2013). Cette faible production virale pourrait étre
liée a la faible pathogénicité du VIH-2. Cela pourrait aussi s’expliquer par le fait que la majorité
de nos patients infectés par le VIH-2 étaient non progresseurs et avaient une tres faible

réplication virale in vivo.

L’une des grandes particularités de 1’infection par le VIH-2 que nous avons observée
est I’absence d’infection dans les monocytes, malgré le trés grand nombre de cellules que nous
avons pu trier ( 1*10° cellules), alors que I’infection par le VIH-1 est toujours présente dans les
monocytes et détectable a partir de quantités beaucoup plus faibles (Wong et al. 2019; Bacchus
et al. 2013; Descours et al. 2012) et plus particulierement dans certains tissus tels que le tissu
pénien de personnes infectées par le VIH-1 sous traitement antirétroviral combiné suppressif,
ou les macrophages urétraux contiennent de I'ADN, de I'ARN, des protéines et des virions
intacts du VIH-1 intégrés (Ganor et al. 2019). Par ailleurs de I’ADN viral a été découvert
également dans des macrophages alvéolaires présents chez des individus infectés de facon
chronique et naifs de traitement antirétroviral (Jambo et al. 2014; Plata et al. 1987). En outre la
détection d'une population de macrophages infectés a été associée a une altération de I'activité
phagocytaire, bien que celle- ci puisse ne pas étre limitée aux cellules infectées, car on a décrit
des mécanismes directs (Mazzolini et al. 2010; Azzam et al. 2006). De méme, chez les
macaques infectés par le SIV, une production virale a été mesuré dans les monocytes et dans
les tissus (rate, poumon, liquide de lavage broncho-alvéolaire) in vitro (Avalos et al. 2016).
Cette absence de VIH-2 dans les monocytes pourrait refléter la trés faible charge virale en ADN
de ces patients, mais notre interprétation est qu’il s’agit d’un élément majeur de la faible
pathogénicité de ce virus et de la faible activation immune observée chez ces patients

non- progresseurs.

Par ailleurs, la distribution du réservoir dans les cellules T mémoire chez les patients
VIH-2* est différente de celle retrouvée dans le cas du VIH-1, ou elle prédomine dans les TCM.
En effet, la persistance du VIH-1 dans les TCM semble étre soutenue par la capacité accrue de
ces cellules a proliférer de facon homéostatique, notamment en réponse a la stimulation par
I'IL-7 qui augmente le nombre de cellules infectées par le VIH-1 par un mécanisme indépendant
de I'activation par la voie du TCR et n’induit pas ou peu de réplication virale (Vandergeeten et
al. 2013; Visseaux et al. 2019). La distribution privilégiée dans les TTM chez les sujets VIH- 2
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est semblable a celle retrouvée chez les sujets LTNP infectés par le VIH-1, porteurs des HLA
B*27 et B*57, alors qu’elle était similaire dans les TTM et les TCM chez ceux qui
n’exprimaient pas ces HLA particuliers (Descours, et al. 2012). Une autre étude a rapporteé les
mémes tendances avec une contribution plus importante des TTM par rapport aux TCM chez
les EC infectés par le VIH-1 (S&ez-Cirion et al. 2013). Enfin nos résultats sur les réservoirs du
VIH-2 se rapprochent également de ceux rapportés chez les Sooty Mangabey, hotes naturels du
SIV, ou Il’infection était plus importante dans les cellules TEM (les TTM ne sont pas
individualisables chez les Macaques) par rapport aux TCM. Ces données suggerent que les
TCM ont développé une résistance au SIVsm, qui pourrait étre associée a la plus faible
expression du CCR5 dans les TCM de SM par rapport a ceux des Macaques rhésus (Paiardini
et al. 2011), méme si de forts niveaux de réplication SIVsm sont observés (Cartwright et al.
2014).

Dans notre étude, la charge virale ADN VIH-2 était positivement corrélée entre les TTM
et les TCM mais nous avons aussi observe une relation entre I’ADN PBMC et les TTM et, a un
moindre degre, les TCM. Ce résultat signe 1’existence d’une relation étroite entre 1a taille du
réservoir et la sous-population qui I’héberge. Ces résultats se rapprochent aussi de ceux
observés chez les LTNP (Descours et al. 2012) ou une corrélation significative entre la charge
virale et les TCM avait été observée. L analyse des sous-populations de T CD4" au repos a
donc révélé que les TTM avaient une plus forte implication dans le maintien du réservoir VIH- 2
que les TCM. La faible contribution des TCM au réservoir pourrait refléter la faible
pathogénicité de I’infection par VIH-2 et étre liée a des facteurs de I’hote limitant cette infection

dans ces sous-populations.

Nous avons donc cherché a comprendre les facteurs de I’hote qui pourraient expliquer
cette distribution particuliére des réservoirs VIH-2 et la faible inductibilité. Nous avons montré
que I’expression du corécepteur CCRS n’est pas responsable du faible niveau d’infection des
cellules ni de cette faible inductibilité car tous les VIH-2 testés avaient un tropisme R5 de méme
que 75% des sujets de la CO-05 (Visseaux et al. 2016). De plus I’expression du CCR5 a JO et
aprées culture était plus élevée sur les CD4 activés des sujets VIH-2, comparée aux donneurs
sains, et suivait une tendance croissante en culture entre JO et J14. Cependant, chez le Sooty
mangabey, un faible niveau d’expression de CCRS a été noté dans les PBMC et les TCM, ce
qui pourrait étre lié a une possible adaptation du rétrovirus a son hote (Paiardini et al. 2009).

Plusieurs autres corécepteurs d’entrée ont été décrits pour le VIH-2, dont le CXCR®, qui est
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exprimé par les sous-populations de cellules T effectrices et mémoires (Unutmaz et al. 2000;
Kim et al. 2001) mais aussi par les NK (Kim et al. 2002). Le ligand de CXCRL16 est exprimé
sur les cellules présentatrices d’antigéne, les cellules dendritiques, les lymphocytes B, les
monocytes/macrophages, les cellules endothéliales et épithéliales (Latta et al. 2007).
L’expression de CXCR6 a été décrite comme un corécepteur alternatif pour ’infection SIV,
surtout chez le singe vert d’Afrique et le macaque rhésus, qui ont un deficit de CCR5 mais
¢également une forte expression de I’ARNm de CXCR6 dans les cellules mémoires (Riddick et
al. 2015). Dans les cellules des Sooty mangabey, le CXCRG6 est fortement exprimé sur les TEM
suivi des TCM mais plus faiblement dans les TN (Wetzel et al. 2018). Contrairement au VIH-
2 etau SIV, le VIH-1 n’utiliserait pas le CXCR6 comme corécepteur, la raison pourrait étre en
lien avec la composition de la boucle V3 de I’enveloppe (Nyamweya et al. 2013) bien que

certains auteurs l’aient suggéré également chez les sujets non-progresseurs de I’infection

VIH- 2 (Wetzel et al. 2018).

Grace a notre étude transcriptomique en multiplex de 96 génes (incluant des facteurs de
transcription, de restriction et les corécepteurs), réalisée dans les 7 sous-populations triées, nous
avons mis en evidence 4 genes différentiellement exprimés entre les TCM et TTM, dont
CXCR®6, qui était significativement plus élevé dans les TTM, par rapport aux autres sous-
populations en accord avec nos travaux décrits ci-dessus. Cette surexpression de CXCR®6 sur
les TTM a été retrouvée au niveau protéique et pourrait expliquer qu’il y ait plus de virus dans
cette sous-population. Une étude récente (Wetzel et al. 2018) a montré que I’utilisation de
CXCR6 ¢était lice a une séquence particuliere de I’enveloppe, séquence qui s’est révélée
présente dans tous les VIH-2 séquencés de la cohorte CO-05 (C Charpentier, communication
personnelle) renforgant ainsi I’hypothése du lien entre CXCR6 et le tropisme préférentiel du

VIH-2 pour les TTM, et la limitation de I’infection dans les TCM.

Par ailleurs I’TL-22, était plus exprimée dans les TTM par rapport aux TCM et TP53
significativement plus exprimée dans les TCM que dans les TTM, sans que nous trouvions de
facteur reliant ces observations a la moindre pathogénicité du VIH-2. Par ailleurs, TRIM5a était
significativement plus exprimé dans les TCM comparé aux TTM. Il s’agit d’un facteur de
restriction qui bloque I’infection rétrovirale par fixation a la capside. La plus forte expression
des transcrits de TRIM5a dans les TCM pourrait expliquer la plus faible infection de cette sous
population. La susceptibilité des differents rétrovirus a la restriction liée a TRIMS5 dépend des

variants qui semblent étre déterminés par le niveau de reconnaissance de la capside (Li et al.
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2016). Des études sur les macaques rhésus d'origine indienne suggerent que le polymorphisme
de TRIMb5a affecte la réplication du SIV ou du VIH-2 mais pas du VIH-1 (Zhang et al. 2016;
Li et al. 2016). Cette plus forte expression de TRIM5o a été retrouvée avec une forte
susceptibilité du VIH-2 (Takeuchi et al. 2013). Pour étudier ce phénoméne, nous avons mis en
place une technique d’analyse protéique de TRIM5a par cytométrie en flux pour valider les
résultats du transcriptome ; I’intensité moyenne de fluorescence qui a montré des niveaux
identiques dans les TCM et les TTM n’a donc pas confirmé les données d’analyse

transcriptionnelle.

Malgré la taille limitée des échantillons, notre étude démontre clairement que les
réservoirs du VIH-2 ont des caractéristiques différentes des réservoirs du VIH-1 par une
absence totale d'infection des monocytes et une forte tendance a l'infection prédominante des
cellules TTM a la place des cellules TCM utilisées principalement par le VIH-1. Celle-ci
pourrait étre associée a une expression différentielle de CXCR®6, un corécepteur alternatif du
VIH-2 dans les cellules mémoires CD4 (Samri et al. 2019). Nos résultats renforcent le concept
qu’une infection faiblement pathogéne VIH/SIV est associée a une certaine limitation des

réservoirs dans les TCM.

Cellules et expression de marqueurs de ’'immunité innée

Dans un second travail, I’exploration de la réponse immunitaire innée a été réalisée a
travers 1’exploration fonctionnelle des cellules NK, qui ont la méme origine que les cellules
CDA4 et par conséquent partagent certains marqueurs de lignée. Les cellules NK sont des acteurs
incontournables de la réponse cytotoxique anti-tumorale et anti-infectieuse (Alter et al. 2004).
les cellules NK jouent un réle important dans la mise en place et la régulation de la réponse
immunitaire adaptative grace a leur mobilisation précoce en réponse a 1’inflammation et a la

production de chimiokines et de cytokines (Vivier et al. 2004).

La découverte de récepteurs comme les NCR (natural cytotoxicity receptor) (NKp30,
NKp46 et NKp44 ), NKG2D ou encore DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) a montré que
Iactivité des cellules NK dépendait également de 1’intégration des signaux activateurs (Bottino

et al. 2005). Par ailleurs cette expression est corrélée a I’intensité d’activation des cellules NK.
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B7-H6, un nouveau ligand de NKp30, induit par la réponse au stress cellulaire, dans les
cas de transformation tumorale par exemple, fournirait alors un systéme d’alarme pour les
cellules NK (Baratin et al. 2010). Le B7-H6 est membre de la famille B7 et de la méme maniére
que les autres membres de cette famille B7, la forme soluble est détectable et capable de se
fixer a I’Ac anti-NKp30 bloguant la réponse des cellules NK médiée par le NKp30 (Matta et
al. 2013; Schlecker et al. 2014). La protéine membranaire associée au lysosome (LAMP-1 :
lysosomal- associated membrane protein-1), ou CD107a, a été décrite comme marqueur de

dégranulation des cellules cytotoxiques (NK et CD8™) lié a la stimulation (Alter et al.2004).

Les cellules NK peuvent également moduler la réponse adaptative par une diaphonie
avec des DC (Quaranta et al. 2007), et faconner l'induction d'anticorps par I'élimination des
cellules T folliculaires (Tfth) (Rydyznski et al. 2015).

Dans I’analyse fonctionnelle des cellules NK, nous avons utilisé des sujets sains (Ouest
Africains et Caucasiens), et des sujets infectés par le VIH-1 (Elite Controller « EC » et long

Term Non Progressor « LTNP »).

Dans cette étude sur 1’analyse du profil des cellules NK, nous avons pu observer que la
distribution des NK était quasi identique dans les différents groupes d’étude, suggérant qu’il
n’y aurait pas de déficit lié a la baisse du nombre de cellules qui pourrait expliquer un déficit
fonctionnel. Cependant I’activation des cellules qui a été évaluée par I’expression du HLA-DR
nous a montré qu’elle était plus forte chez les sujets infectés par le VIH-2 versus controles
Ouest Africains et Caucasiens et les sujets infectés par le VIH-1 LTNP ; cette forte activation
par expression de HLA-DR suggérerait une fonction effectrice des cellules NK dans le contréle
de la réplication virale. Ces résultats sont semblables a ceux retrouvés dans d’autres études
méme si elles ont toutes été réalisées chez les sujets VIH-1 (Marras et al. 2013; Naluyima et al.
2014). Cette importante activation pourrait étre une spécificité liée au VIH. Nous avons noté
que I’expression de HLA-DR était négativement corrélée, et de fagon significative, avec
I’expression de NKp30. Le NKp30 était fortement exprimé chez les sujets VIH-1 alors qu’il
était plus faible chez les patients VIH-2. L’expression de NKp30 dans notre étude était contraire
a celle retrouvée par Marras (Marras et al. 2013), qui rapporte une faible expression chez les
LTNP et EC par rapport aux contrbles sains. L'expression de ce récepteur d'activation est
fortement altérée chez les patients VIH-1 virémiques (Mavilio et al. 2003), et principalement
dans la sous-population de cellules NK CD56", ce qui explique en grande partie I’altération de

I’¢limination des cellules dendritiques par les cellules NK (De Maria et al. 2003; Mavilio et al.
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2006). 11 s’agit d’une sous-population de cellules NK faiblement présentes chez les patients
VIH- 2. Des diminutions de NKp30 ont déja été rapportées dans de nombreuses autres maladies,
y compris l'infection par le virus de I'hépatite C (VHC) (Alter, Jost, et al. 2011), ou le cancer
du col de l'utérus induit par le papillomavirus (Garcia-lglesias et al. 2009). Ce qui suggeére le
role important joué par les récepteurs activateurs des cellules NK. Les cellules dendritiques sont
tres sensibles a la lyse médiée par les cellules NK, cependant cette élimination est fortement

soluble de ligands incluant B7-H6 et BAT-3 (Pesce et al. 2015; Pazina et al. 2017).

L'inductibilité de NKp46 et de NKp30 sur les cellules NK, serait inversement corrélée
a la quantité d'ADN du VIH. Des corrélations similaires ont été détectées pour I'ADN total du

VIH, mais pas pour I'ADN non intégré (Marras et al. 2017).

La taille du réservoir d'/ADN du VIH est étroitement associée a la capacité des cellules
NK a produire de I'IFN, en réponse a de multiples signaux de déclenchement tel que
I’interaction B7-H6 et NKp30 ou la signalisation par les cellules dendritiques (p. ex. DNAM-
NKp30) (Marras et al. 2017). En outre dans cette étude, nous n’avons pas détecté la présence
de la forme soluble de B7-H6 chez les sujets VIH-2 mais la forme membranaire était
suffisamment exprimée par les cellules cibles alors qu'il était peu présent sur les cellules
infectées par le VIH-1, voire aucune, comme l'ont décrit Ward et al (Ward et al. 2007). La
diminution de I’expression de NKp30 serait également impliquée dans la progression de
I’infection. L’infection chronique par le VIH-1 est significativement associée a une diminution
de I’expression de Nkp30 et Nkp46, et concomitamment a une baisse de I’activité cytolytique
des cellules NK (De Maria et al. 2007). L'activation des cellules NK est étroitement régulée par
un équilibre entre les signaux d'activation et d'inhibition qui sont intégrés dans un réseau
complexe de récepteurs exprimés a la surface de la cellule (Lanier 2005). Cependant, peu de
données existent sur la compréhension des mécanismes possibles liées a la baisse de
I’expression des récepteurs activateurs NK, bien qu'ils semblent liés a I’interaction entre les
cellules effectrices NK et les cellules cibles exprimant divers ligands spécifiques. Par exemple
dans I’infection par le VHC, les sujets chez lesquels on retrouve une faible proportion de
cellules NK exprimant NKG2D étaient capables d’éliminer I’infection. Il n'est pas exclu que
des cellules NK portant le NKp46 et le NKp30 et/ou le NKG2D puissent étre efficacement

recrutées dans le foie afin d'éliminer les cellules infectées (Alter et al. 2011). Dans le cancer du
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col de l'utérus liée au HPV-16, la diminution de 1’expression de NKp30, NKp46 et NKG2D est
liée au mécanisme d'évasion associé a une faible activité des cellules NK (Garcia-lglesias et al.
2009). En outre, chez la souris transgénique, la réduction de 1’expression des récepteurs
activateurs empéche les NK d’éliminer les tumeurs fortement positives au MICA (Wiemann et
al. 2005). Ainsi, la compréhension des différents mécanismes d'évasion permettrait de mettre
en place une immuno-surveillance des cellules NK dans différentes situations, y compris
I'infection par le VIH-2. Les récepteurs activateurs exprimés par les cellules NK s'associent a
différents polypeptides membranaires portant des Motifs d'Activation Immuns basé sur la
Tyrosine (ITAM) tels que CD3z, Fc3RIg ou DAP12 (DNAX-activation protein 12)
(Augugliaro et al. 2003; Pende et al. 1999; Bottino et al. 2004). Cependant, il semble que dans
I’infection par le VIH-2, la diminution de NK30 était indépendante de I'expression de la
protéine adaptatrice CD3( signalant la NKp30 (Moretta et al. 2001), alors que le déficit
fonctionnel de ce corécepteur a été démontré apres stimulation des cellules T CD3* et NK dans

un contexte d’interaction persistante avec le ligand d’NKG2D (Hanaoka et al. 2010).
L'ensemble des données obtenues suggere :

D’une part, que les perturbations de l'expression des récepteurs naturels de la
cytotoxicité (NCR) des NK et leurs ligands, sont des données significatives qui doivent étre
prises en compte pour évaluer I'équilibre entre les récepteurs d’activation et d’inhibition des

cellules NK.

D’autre part, les cellules NK de patients atteints du VIH-2" produisent des quantités trés
élevées d'IFN-y, indépendamment du microenvironnement cellulaire. Ces résultats sont
similaires a ceux de Naluyima et al. qui trouve que la production d'IFNy dans les cellules NK
CD56%™ des personnes infectées par le VIH n'a pas été altérée aprés la stimulation de la lignée
cellulaire K562 (Naluyima et al. 2014).

L’évaluation de la dégranulation des cellules NK a été réalisée par analyse de
I’expression du CD107a et a montré qu’il y avait une diminution de la dégranulation chez les
sujets VIH-2* comparés aux donneurs sains. Ce qui pourrait expliquer la diminution de

I’expression de NKp30 et de I’altération de la fonction effectrice de cellules NK.
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Analyse comparative de I’expression de certains corécepteurs et facteurs de

restriction associés a la non-progression des infections a VIH-2 et VIH-1

Dans un 3° travail, nous avons effectué une analyse comparative de 1’activation, de
I’épuisement des cellules T CD4 ainsi que des corécepteurs et facteurs de restriction chez des
sujets non- progresseurs infectés par le VIH-1 compareés a des sujets infectés par le VIH-2 et a
des donneurs sains. Dans ce travail les sujets VIH-1 LTNP ont été les mémes que dans 1’analyse

comparative des marqueurs NK et les VIH-2 sont les sujets analysés dans 1’étude du réservoir.

L’évolution de I’infection par le VIH-1 et la durée de la phase asymptomatique varient
souvent en fonction de I’hote. Il existe trois types de progression (Fauci 1996) : standard (entre
8-18 ans) (Costagliola et al. 1987), rapide (2-3 ans) et lente (plus de 10 ans) (Buchbinder et al.
1994) ; une autre catégorie de patients, capables de contréler leur infection VIH durablement et
spontanément sans traitement a été identifiée et a recu plusieurs dénominations : HIV
controllers, elite controllers, elite suppressors, ou natural viral suppressors (Lambotte et al.
2005). Ces patients asymptomatiques LTNP maintenaient leur taux de CDA4 trés haut au-dessus
de 500/mm?3 pendant plus de 10 ans, sans traitement antirétroviral et sans évolution vers le stade
SIDA malgré une virémie modérée : ils ont été nommes asymptomatiques a long terme (ALT),
ou non-progresseurs a long terme (LTNP) (Martinez et al. 2008). Ces sujets ALT de la cohorte
ANRS CO15 inclus n’étaient pas enrichis en HLA-B*27 ou B*57 et la distribution de leurs
réservoirs étudiée précédemment prédominait Iégérement dans les TCM (de Masson et al. 2014;

Descours et al. 2012) différant ainsi des réservoirs de VIH-2.

La distribution des sous-populations de cellules CD4 est assez similaire chez les VIH-1
LTNP, sujets infectés par le VIH-2 et les donneurs sains. Par contre nous avons noté une plus
forte expression de PD1 comparée aux donneurs sains et au sujets VIH-2". La molécule PD-1
joue un role important d'épuisement des cellules T CD8" spécifiques au VIH-1 (Okazaki et al.
2007; Chachques et al. 2004). Dans I’infection aigué la molécule PD-1 est induite sur les
cellules T lors de la stimulation via le TCR. La voie PD-1-PD-L est centrale dans l'interaction
entre les défenses de I'hndte visant a éradiquer les pathogénes qui ont développé des stratégies
pour resister aux réponses immunitaires (Velu et al. 2015). Cependant dans 1’infection
chronique la molécule PD-1 est induite par la force et la durée de I'interaction TCR- CMH et la
molécule de co-stimulation CD28, et soutenue par la stimulation chronique de I'antigéne (André

et al. 2008). Ces données particulieres aux LTNP VIH-1 sont sans doute & mettre en regard avec
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une viremie VIH-1 plus importante, bien que modeste, dans le groupe de sujets analysés.
Néanmoins nous n’avons pas observé, dans la limite de nos faibles échantillons, de corrélations
avec la charge virale VIH-1 suggérant que ces caractéristiques soient inhérentes a la plus forte

pathogénicité du VIH-1.

L’expression de SAMHDL, facteur de restriction du VIH-1 mais non du VIH-2, était
plus élevée chez les LTNP par rapport aux sujets VIH-2 et aux donneurs sains. Cette forte
expression de SAMHD-1 chez ces VIH-1 LTNP virémiques et non traités montrait une faible
corrélation positive avec la charge virale plasmatique. Ces données sont contraires a celles
retrouvées chez les patients infectés par le VIH-1 sous traitement ARV, chez lesquels on trouve

une expression plus faible de SAMHD-1 par rapport aux donneurs sains (Hani et al. 2019).

L’expression de Blimp-1, impliqué comme facteur de restriction du VIH-1 mais non du
VIH-2 (de Masson et al. 2014; Samri et al. 2019; Michaels et al. 2015), et de TRIM5a., possible
facteur de restriction du VIH-2 mais non du VIH-1, ne montraient aucune différence
significative dans les sous-populations de lymphocytes CD4 chez LTNP comparés aux
donneurs sains et patients infectés par le VIH-2. Nous avons observé comme dans la littérature
une expression préférentielle de Blimp-1 dans les cellules co-exprimant PD1 (Kallies et al.
2004; 2006).

Dans I’ensemble, les résultats de ce 3° travail qui va étre soumis a publication, montrent
que les non-progressions du VIH-1 et du VIH-2 sont associées essentiellement a une plus forte
activation T CD4 et un épuisement plus important de ces cellules vraisemblablement en lien
avec la faible réplication virale observée chez ces sujets ALT de la cohorte ANRS CO15 non
enrichis en HLA-B*27 ou B*57 et dont la distribution du réservoir prédominait lIégérement
dans les TCM.
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Conclusion :

Ces différents resultats sur la caractérisation du réservoir et de I’'immunité innée et
intrinséque dans I’infection faiblement pathogene par le VIH-2, nous ont permis de montrer la
forte similitude entre la distribution du réservoir du VIH-2 et celles observées dans les autres
infections faiblement pathogenes telles que I’infection naturelle a SIVsm chez le singe Sooty-
mangabey et I’infection VIH-1 chez les LTNP porteurs d’alleles HLA protecteurs. La
distribution particuliere du reéservoir prédominant dans les TTM et épargnant relativement les
TCM confirme qu’il s’agit d’un paramétre caractéristique de la faible pathogénicité dans
plusieurs modéles d’infection VIH/SIV. Vraisemblablement la faible pathogénicité du VIH-2
répond a des causes multifactorielles, combinaison de facteurs de I’hote et du virus et pourrait
refléter la sensibilité particuliére de ces virus a des facteurs de I’immunité innée telles que le
corécepteur CXCR®6, également proposé en sus de I’expression différentielle du CCR5 chez le
singe SM et peut-étre chez les VIH1* LTNP. De plus, outre les fortes réponses immunes
adaptatives associées au VIH-2, la sensibilité différentielle des virus VIH-1 et VIH-2 aux
facteurs de restriction de I’immunité intrins€que ne semble pas li¢e a la distribution particuli¢re
des réservoirs, qu’il s’agisse de SAMHD1, de Blimp-1 ou de TRIMS5(]. Par ailleurs, 1’anomalie
de surexpression de B7-H6 dans les cellules NK des sujets VIH-2 entraine une diminution de
I’expression de NKp30 donc une baisse de I’activation des cellules NK, influencant ainsi

I’activité cytotoxique des NK et leur role potentiel dans le contréle de 1’infection VIH-2.

Cependant, d’autres études seront nécessaires portant sur plus de sujets infectés par le
VIH-2, progresseurs et non-progresseurs, et de contréles VIH négatifs pour confirmer encore

mieux ces caractéristiques.
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Matériels et Méthodes

1 Patients et donneurs

Patients infectés par VIH-2 : Nous avons étudié les cellules sanguines périphériques de
14 patients de la cohorte nationale (ANRS CO-05) infectés par le VIH-2, dans le cadre de

I’étude Immunovir-2 soutenue par I’ANRS, validée par le CPP.

Tableau 1 : Caractéristiques des patients VIH-2 pour I’¢tude du réservoir

Patients Sexe | Age | Nombre de |Nbre d’années| CV ARN | CV ADN | Groupe Origine
(ans) CD4 depuis le (copies/ml | (copies/10° | VIH-2 Géographique
(cellssfmm?®) | diagnostic plasma) PBMC)
1 M 52 891 11.3 <1 131 B Cote d’Ivoire
2 M 53 1228 17.6 <1 170 Al Guinée Bissau
3 F 52 604 256 19 139 B Guinée (Conakry)
4 M 57 1090 23 ND 107 Al Cote d’Ivoire
5 F 34 1212 125 5.6 88 Al Gambie
6 F 50 1776 8.8 <1 53 B Ghana
7 F 39 1036 12.7 <1 53 B Cote d’Ivoire
8 F 48 859 9.2 ND 40 B Guinée (Conakry)
9 F 49 895 11.3 <1 28 B Cote d’Ivoire
10 F 54 1118 27.2 24 10 B Guinée Conakry
11 M 59 1300 8.8 <1 <75 NA Colombie
12 M 44 707 20.5 13 187 A Cote d’Ivoire
13# F 43 858 22.7 <1 10 NA Cote d’Ivoire
144# M 70 502 7.4 58 127 A Guinée (Conakry)
Médiane 51 966 12.6 1 70.5 (88*)
[IQR 25- [44-55] | [820-1216] | [9.1-22.8] [1-4] [34-135] *
75%)
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Tableau 2 : Caractéristiques des patients VIH-2 pour 1’étude NK

Patients Sexe Age Nombre de Nadir Nbre CV ARN CV ADN Origine
(ans) CD4 CD4 d’année (copies/ml | (copies/10° Géographique
(cells/mm?) count depuis le plasma) PBMC)
(cell/ul) | diagnostic

1 M 44 707 444 20.5 1.3 187 Cote d’Ivoire
2 F 54 1118 539 27.3 2.4 10 Guinée (Conakry)
3 F 43 858 706 22.7 <1 10 France
4 M 52 891 602 11.3 <1 131 Cote d’Ivoire
5 F 50 1776 971 8.8 <1 53 Ghana
6 M 70 502 390 7.4 58.0 127 Sénégal
7 F 34 1212 711 12.5 5.6 88 Gambie
8 F 48 859 601 9.2 75.0 40 Guinée (Conakry)
9 M 59 1300 712 8.8 <1 nd Colombia
10 M 46 nd 359 7.5 nd nd Cote d’Ivoire
11 F 40 1170 597 15.4 nd 484 Cote d’Ivoire
12 F 49 812 513 10.2 <1 nd Guinée (Conakry)
13 F 49 895 528 11.3 <1 28 Cote d’Ivoire
14 M 55 927 588 9.0 <1 nd Cote d’Ivoire
15 F 49 836 528 104 <1 nd Ghana
16 F 39 1036 800 12.7 <1 53 Cote d’Ivoire
17 M 53 1228 1165 17.6 <1 170 Guinée Bissau
18 F 21 nd 465 nd nd nd Cote d’Ivoire
19 F 59 1123 520 16.0 nd nd Cote d’Ivoire
20 F 50 nd 485 16.2 nd 517 Cote d’Ivoire
21 M 48 399 434 144 <1 nd France
22 M 52 413 314 18.2 5.7 342 France
23 M 57 1090 562 23.0 nd 107 Cote d’Ivoire
Médiane 49 847 539 12 5 1 40
[IQR 46-54 413-891 485-706 9,2-17,6 1-13 1-135
25-75%]

Donneurs sains :

A titre de controles, nous avons étudié les échantillons sanguins de 7 donneurs sains
pour I’analyse de corécepteurs et de 5 donneurs sains pour 1’étude des facteurs de transcription.
Ces échantillons ont été obtenus anonymement auprés de 1’établissement frangais du sang
(EFS- site Pitié-Salpétriere) sous forme de résidus de couches leuco-plaquettaire (CLP) dans le

cadre d’un protocole avec le CIMI et validé par le CPP.

Nous avons également étudié les échantillons sanguins de 5 sujets sains Ouest-Africains
non infectés par le VIH-1 ou 2 recrutés dans le cadre de 1’étude Immunovir-2 de I’ANRS, de

méme origine géographique que les patients infectés par VIH-2.

277




Patients infectés par le VIH-1.

Nous avons étudié les échantillons sanguins d’adultes infectés par le VIH-1
Asymptomatiques a Long Terme (ALT) ou Elite Controllers (EC) de la cohorte ANRS CO15
se définissant comme des patients infectes par le VIH-1 mais asymptomatiques depuis au moins

8 ans, avec une stabilité du taux de CD4 (>600/mm3) sans traitement antirétroviral (Candotti
et al. 1999 ; Magierowska et al. 1999 ; Martinez et al. 2005 ; Descours et al. 2012). Nous avons

sélectionné dans cette cohorte des patients ayant une charge virale plasmatique basse (<200
copies ARN VIH-1/ml) ou modérée, comprise entre 1000 et 50000 copies d’ARN VIH-1/ml ;

ces données nous ont servies pour comparer les résultats de la distribution du réservoir des

patients VIH-2. Les cellules de 7 sujets ALT/EC VIH-1 ont été analysées pour 1’expression des

corécepteurs (CXCR6) et 10 sujets pour les autres corécepteurs et les facteurs de restriction.

Tableau 3 : Caractéristiques des patients ALT-VIH-1

Nbre
Date de Date de % | Nombre de d’année CV ARN C\\//Iﬁl_le
Patients | Sexe | recueil de . de CD4 depuis le | (copies/ml - ¢| HLA-A | HLA-B
; . naissance 3 . - (copies/10
I’échantillon CD4 | (cellssmm?) | diagnostic plasma)
PBMC))
(ans)
1 M 15/11/2000 | 05/06/1956 | 38 1428 29 ND 152 2/19 50/57
2 M 12/11/1996 |16/02/1970| 42 818 13 1960 48 1/10 55/81
3 F 07/05/1997 | 30/06/1963 | 35 827 22 46 25 2/19 51/44
4 F 24/11/1999 | 30/06/1963 | 35 1011 22 154 25 2/19 51/44
5 F 23/11/1998 | 23/02/1963 | 34 392 24 1075 117 1/19 5/8
6 M 17/12/1996 24/05/1930 | 44 728 56 101 55 19/28 44/14
7 M 13/11/1996 |03/07/1939| 38 642 50 357 51 3/19 | 1401/2702
8 M 19/02/1997 | 13/02/1966 | 24 949 17 54 000 481 3/19 35/14
2705 or
9 M 06/05/1996 20/05/1956 | 39 828 29 299 5 3/11 2713/3801
10 M 24/10/1995 11/04/1958 | 31 790 28,5 60 85 1/11 8/35
11 F 23/02/1999 20/11/1957 | 35 861 32 194 20 11/19 14/40
Median - - - 35 827 28,5 year 174 51 - -
[IQR ] ] ] [345-] [759-905] [22-30,5] [90,75- | [25-101] ] ]
25-75%] 38,5] 313,5]
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2 Méthodes

Cellules sanguines :

Les cellules mononucléées sanguines (PBMC) avaient été préalablement congelées de

facon viable au laboratoire (dans 90% de sérum de veau fcetal et 10% de DMSO) et conservées

a-150°C.
Travaux N° let3:
Tri cellulaire pour 1’étude des réservoirs de VIH-2 :

Le tri cellulaire a été réalisé sur des PBMC décongelés, avec des PBMC de patients
VIH-2 (en moyenne 70 millions et une viabilité de 99,6% ; déterminée au Bleu trypan) et
d’enfants VIH-1 (42 millions et une viabilité de 51,5%). Les cellules décongelées ont été
déplétées en cellules CD8" avec un anticorps monoclonal anti-CD8 couplé a des microbilles
magnétiques (Kit et procédure Miltenyi CD8 microbeads human — réf. 130-045-201) a +4°C
pendant 15mn. Aprés plusieurs lavages avec autoMACS Running Buffer — MACS Separation
Buffer (Miltenyi Ref 130-091-221), les cellules ont été passées sur colonne placée dans un
champ magnétique afin de récupérer les deux populations cellulaires : CD8 et CD8*. Les
cellules CD8" ont été congelées a d’autres fins de recherche. Les cellules CD8” ont été marquées
avec le panel d’anticorps suivant : Ac anti CD3 PercP5.5 (5ul) [BD : 332771], Ac anti CD4
APC (5ul) [BD : 555349], Ac anti CD8 APC Cy7 [BD : 641400] pour 0,1.10° cellules CD§
pour Vérifier la pureté de la déplétion par cytométrie en flux (FACSCanto Il de Becton-
Dickinson). Les cellules CD8" ont été ensuite marquées par le panel d’anticorps suivant pour le
Tri.

Tableau 4 : Liste des anticorps pour les PBMC triés

Nom Fluorochrome Clone Marque Références
LIVE/DEAD 405nm - - Invitrogene 134957
CD197 = CCR7 PE-Cy7 3D12 Becton Dickinson 557648
CD3- Pacific Blue UCHT1 Becton Dickinson 558117
CDh4 AF700 RPA-T4 Becton Dickinson 557922
CD14 BV711 MoP9 Becton Dickinson 563372
CD45 RA ECD 2H4LDH11LDB9 Beckman Coulter IM2711
CD8 APC H7 SK1 Becton Dickinson 641400
CD27 APC L128 Becton Dickinson 337169
CD25 FITC B1.49.9 Beckman Coulter IM0478
CD69 FITC L78 Becton Dickinson 347823
HLA-DR FITC L243 Becton Dickinson 347400
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Apres marquage, les cellules ont été triées a 1’aide du cytométre FACSAria 11 de Becton-
Dickinson, équipé de 5 lasers et placé en condition L3 dans la Plateforme universitaire de
Cytométrie CyPS. Les sous-populations cellulaires T CD3*CD4" suivantes ont été isolées : les
lymphocytes T naifs (TN), a mémoire centrale (TCM), transitionnels-mémoire (TTM),
effecteurs-mémoire (TEM), les lymphocytes T CD4" au repos (Resting), les lymphocytes T
Activés, ainsi que les Monocytes. Cependant les sous populations de cellules T activés (TN,
TCM, TTM, TEM) n’ont pas été triées. Les sous populations activées et les monocytes ont été

analysés a I’aide du logiciel d’analyse FacsDIVA version 6.1.3
% Monocytes : CD3'CD4*, CD3 CD14", CD3 CD14"CD4"
% Lymphocytes : CD3* CD4" :
* Activés : CD3* CD4"CD25"CD69"HLA-DR" ou
* Non Activés (au repos /Resting) : CD3* CD4"CD25CD69 HLA-DR"
composeées de :
-TN : CD3" CD4" CD45"CCR7*CD27*
-TCM : CD3* CD4" CD45RA CCR7*CD27*
-TTM : CD3" CD4" CD45RA'CCR7-CD27*
- TEM : CD3" CD4* CD45RA'CCR7CD27
- TEMRA : CD3* CD4" CD45RA*CCR7-CD27**

Pour chacune des sous-populations ci-dessus triees, des culots secs de cellules ont été
réalisés pour une étude du transcriptome en fonction du nombre de cellules obtenu lors du tri
(en moyenne 5000 cellules). La majorité des tris a permis de réaliser des aliquots qui ont été

envoyés en virologie pour I’étude de I’ADN viral dans les différentes sous-populations.

Analyses phénotypiques des corécepteurs et des facteurs de restriction par cytométrie en flux
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Pour I’étude VIH-2, nous avons utilisé 10 x 10° de PBMC décongelées de 12 sujets
VIH-2, cing EFS et cing donneurs sains Ouest Africains dont les cellules CD8" avaient été triées
au préalable comme décrit précédemment. Pour les sujets donneurs sains Ouest Africains aprés
déplétion, 1,5x10° de cellules ont été utilisés pour le marquage, selon le panel d’anticorps
décritdans Samri et al (2019) . Le marquage intracellulaire a été complété avec des
anticorps anti-SAMHD-1 A488 [O. Schwartz] et anti-Blimp-1 BV421 [réf. BD : 565276]. La
méme technique a éeté utilisée pour 7 ALT-EC VIH-1.

Nous avons effectué le marquage membranaire aprés incubation avec un marqueur de
viabilité (Fixable Viability Stain 780, BD). Les cellules ont été incubées pendant 15mn a
température ambiante dans 1’obscurité, puis lavées avec du PBS 1X, suivi du marquage au
CCR7 PE-Cy7 et d’une incubation de 10mn a température ambiante dans 1’obscurité, avant de
rajouter le cocktail des autres anticorps membranaires pour 15mn a température ambiante dans
I’obscurité. Aprés 2 lavages avec du Buffer 1X [Affimetryx : 00-8333], nous avons
perméabilisé les cellules pour effectuer le marquage intracellulaire en utilisant le kit Foxp3
( Fixation/Permeabili-zation Concentrate and Diluent) [eBioscience : 00-5521-00] pendant
45mn a "4°C suivi de 2 lavages et du marquage avec les anti-SAMHD-1 A488, et anti-Blimp-
1 BV421 pendant 45mn [protocole O. Schwartz]. Apres ce dernier marquage, les cellules ont
été lavées 2 fois avec du Buffer 1X puis fixées avec du Cellfix [BD : 340181]. Les cellules
marquées et fixées ont été analysées au cytometre en flux [LSRFortessa — BD] pour le

phénotypage.

Tableau 5 : Liste des anticorps pour 1’analyse des corécepteurs et facteurs de restriction

Anticorps Fluorochrome clone fabriquant références
CD3 BV510 UCHT1 BD 563109
CD4 BUV395 SK3 BD 563550

CD45RA PE HI100 BD 555489
CD27 BUV737 L128 BD 564301
CCR7 PE-Cy7 3D12 BD 557648-

PD1 APC MIH4 BD 558694
CCR5 PE 2D7 BD 555993
CCR5 BV650 3A9 BD 564999
CXCR5 APC-R700 RF8B2 BD 565191

SAMHD1 A 488 - BD -
Blimpl BV 421 6D3 BD 565276
CD25 BV786 M-A251 BD 563701
CD69 BV786 FN50 BD 563834

HLA-DR BV786 G46-6 BD 564041
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Nous avons également étudié I’expression des corécepteurs et des facteurs de restriction
apres culture des cellules pendant 14 jours : 4 points de culture (J3, J7, J10, J14) ont été étudiés
par des marquages membranaires et intracellulaires effectués sur 2 tubes (1 tube avec CCR5 PE
et 1 tube sans CCR5)

Tableau 6 : Marquage a J3, 7, 10,14 des patients VIH-2 et des contréles (EFS)

Anticorps Vol Tube 1 Tube 2 CCR5PE -

1-10°M de Cell CCR5PE* 1M 1M

CD4 BUV395 5 ul 5 ul 5 ul
CCR5 PE 5l 5l -

SAMHDI1A 488 1l - 1l

Blimpl BV 421 5 ul - 5l

FVS 780 1ul 1l 1l

HLA-DR BV786 5 ul 5 ul 5 ul

L’analyse des résultats de J0-J14 a permis d’étudier la répartition des différentes sous

populations cellulaires CD4" et 1’évolution de I’expression des marqueurs pendant la culture :
Cellules activées : CD69"CD25"HLA-DR™ :
TN : CD3" CD4* CCR7* CD27* CD45RA"
TCM : CD3" CD4*CCR7" CD27*CD45RA"
TTM : CD3" CD4"CCR7- CD27" CD45RA"
TEM : CD3"CD4"CCR7°CD27" CD45RA"
TEMRA : CD3" CD4*CCR7'CD27- CD45RA"
Tfh : CXCR5" et CXCR5* PD1*

Etude de la co-expression de Trim-5 : La lere étape a consisté en un marquage intra-
cellulaire indirect : les cellules, apres déplétion, ont éte lavées 2 fois avec 2 ml de Perm Buffer
1X, centrifugées a 1500 rpm/5', puis permeabilisées (perméabilisation des tubes IgG et
TRIM5a) avec du CytoFix/CytoPerm (BD : 554722) (250ul/tube) incubé pendant 20min a
*4°C, suivi de 2 lavages. Les cellules ont été remises en suspension dans 100 pl/10° cellules de
PBS 1X, dans chaque tube 2 pl (0,2pug) de TRIM5a/10° cellules ((D6) sc373864), vortexées et
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incubées pendant 30mn & *4°C puis lavées avec le Buffer 1X BD et centrifugées. Les cellules
ont ensuite été reprises dans 100ul/10° cellules de Buffer 1X puis marquées avec 2,5l (1ug)
m-1gGk BP PE/10%cellules (sc-516141), vortexées et incubées pendant 30mn & *4°C, suivi de
2 derniers lavages en Buffer 1X avant le marquage membranaire. Les cellules ont été reprises
avec du PBS 1X. Un marquage de viabilité a été realisé sur les cellules (FSV620), puis elles
ont été incubées pendant 15 mn a température ambiante (TA) dans 1’obscurité, lavées puis ré-
suspendues dans 100l de R10 (RPMI supplementé+10% SVF) /10° cellules. Les cellules ont
ensuite été marquées avec I’anti-CCR7APC-R700 (5ul/108 cellules) pendant 10 min & TA dans
’obscurité, avant de rajouter le cocktail d’anticorps suivant : anti-CD3APC-H7 (5ul/10°
cellules), anti-CD4 BV510 (5ul/10° cellules), anti-CD45RA FITC (20ul/10° cellules), anti-
CD27 PE-Cy (5ul/10° cellules), anti-PD-1 BB700 (5ul/10® cellules), anti-CXCR5
AF647(2.5ul/10%cellules), CXCR6 BV421 (2.5ul/108 cellules) pour les trois tubes ; 1’anti-
CD32 PE (20ul1/10° cellules) a été ajouté seulement dans le tube 1. Les cellules ont été vortexées
puis incubées pendant 15 min a TA dans I’obscurité, lavées 2 fois, fixées dans du Cellfix (BD :
340181), puis analysées par cytométrie en flux (Gallios 10 Colors, 3 Lasers). Pour 5 patients (4
sujets VIH-2 et 1 sujet EFS), I’anti-CD32 PE a été remplacé par de 1’anti-CCR5 PE (BD :
555993)

Tableau 7 : Liste anticorps des marquages de co-expression avec TRIM5

Anticorps Fluorochrome clone fabriquant références
FSV620 750 /775 Invitrogen L34976
CCRY APC-R700 3D12 BD 565868
CD3 APC-H7 SK7 BD 560275
CD4 BV510 SK3 BD 562971
CD45RA FITC HI100 BD 561882
CD27 PE-Cy7 M-T271 BD 560609
PD-1 BB700 EH12-1 BD 566461
CXCR5 AF647 RF8B2 BD 558113
CXCR6 BV421 13B1E5 BD 566008
CD32 PE FL18-26 BD 550586
TRIM50((D6) - - Santa Cruz Biotechnology INC 373864
m-lgGk BP PE Santa Cruz Biotechnology INC 516141

L’analyse des fichiers FCS bruts obtenus au niveau des cytomeétres a été réalisée avec les
logiciels FacsDIVA version 6.1.3, Kaluza C et Flowjo V10.

Culture cellulaire et détection du VIH-2 :
La veille de chaque tri cellulaire des plaques de culture de 12 puits ont été incubées avec

5ul d’anti-CD3 [BC : IM1304] dans du PBS a *4°C pendant 24h. Aprés déplétion des CD8 et

avant le marquage pour le tri, 5x10° cellules CD8 ont été mises en culture, dans la plaque
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préalablement rincée avec du PBS 1X afin de retirer I’anti-CD3 en excés, dans du R10 (RPMI
1640 + 1% antibiotique +1% acide aminé non essentiel + 1% de sulfate de Sodium + 1%
Glutamine + 10% Sérum de veeu foetal décomplémenté) auquel de I’anti-CD28 soluble
(10ug/ml) [BC : IM1376], de I’'IL2 (10U/ml) [réf : 11011, Roche] et de I’IL7 (1ng/ml) [réf :
207-1L, R&D] ont été ajoutés pour la co-stimulation. Les plaques ont été incubées a 37°C avec
5% CO2 pendant les 30 jours de culture (pour les patients VIH-2 qui ont été triés). Des aliquots
de surnageant de culture ont été récoltés tous les 3 jours pendant les 30 jours et les cellules ont
été ré-nourries avec du milieu R10%SVF et restimulées avec de 1I’IL2 et de I’IL7 ajoutés en
quantité égale. Les aliquots de surnageant ont été congelés a -20°C pour étre envoyés en
virologie. A la fin des 30 jours de culture un culot sec de cellules a été réalisé pour chaque

patient et stocké a -20°C.

Pour le projet CLEAC : les cellules CD8, préparées comme ci-dessus, ont été mises en
culture pendant 30 jours dans les mémes conditions que dans le projet IMMUNIVIR 1l VIH-2.

Analyses statistiques

L’analyse statistique et les graphes ont été réalisés a 1’aide du logiciel Prism version
5.02 (GraphPad, CA, USA) ; pour les analyses non-paramétriques nous avons utilisé une
ANOVA avec le test de Wilcoxon suivi d’un post-test de Bonferroni. Les données ont été
considérées comme significatives lorsque p<0,05.

Travail N°2 : Analyse des caractéristiques des cellules NK

Analyse en cytométrie en flux

Le marquage a été réalisé sur les PBMC préalablement décongelées, avec un cocktail
d’anticorps monoclonaux : des Anti-CD56-PC7 (#¥N901), anti-CD-45-Krome Orange, anti-
CD159a/NKG2A-PE (#7199), anti-NKp46-PE, anti-CD57-Pacific Blue, KIRDL2/DL3-PE,
Siglec-7-PE, NKG2D-APC provenant de Coulter ; I’anti-CD3-efluro780 (#UCHT1) provenant
de eBioscience ; Les anti-CD161-FITC (#DX12), KIRDL1-FITC et DNAM-1-FITC de BD
Pharmingen ; L’anti-NKG2C-APC de chez R&D System; Les anti-HLA-DR-AlexaFluor 700
(#Immu-357) et anti-KIR3DL1 AlexaFluor700 de chez BioLegend; et 1’anti-NKp30-APC de
chez Miltenyi Biotech. L’acquisition des cellules (20 000 cellules CD45™) marquées a été
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effectuée sur le Gallios (Cytometre en flux de Beckman Coulter) et les fichiers ont été analysés
avec FlowJo version 9 (TreeStar).

Analyse polyfonctionnelle des cellules NK

Les cellules NK ont été incubées avec des cellules cibles standards (K562), qui sont
négatives pour les HLA de classe | (ATCC CCL243), avec un ratio de cellules effectrices (E :T)
de 1 :1ciblesde 1 :1, en présence d'un anticorps anti-CD107a (#H4A3 ; Becton Dickinson).
Ce marquage permet de mesurer la dégranulation. Les cellules ont été ensuite incubées pendant
5h dans une solution de Golgi « Stop et Plug » (BD Biosciences), puis marquées avec des
anticorps anti-CD3, anti-CD56, anti-CD45 et anti-NKp30. Aprés incubation, les cellules ont
été perméabilisées avec le kit cytofix/cytoperm (Becton Dickinson), puis marquées
intracellulairement avec de 1’anti-IFN-g (#B27 ; Becton Dickinson) et anti-TNF-a (#Mab11 ;
eBiosciences) (Vieillard et al. 2010)

Les données de polyfonction ont été analysées avec Flow Jo version 9 (TreeStar), avec

I'algorithme " Boolean gate ".

Le logiciel Pestle a été utilisé pour supprimer le fond, et les graphes ont été générés avec
le logiciel Spice (logiciel gratuit NIAI) (Vieillard et al. 2010) afin de présenter la fréquence des
cellules NK positives pour 0, 1, 2 ou 3 réponses. Les arcs de chaque graphe représentant la

fréquence des cellules positives pour CD107a, IFN-y, ou TNF-a..

Analyse des ligands des récepteurs de cellules NK sur les cellules cibles non infectées et

infectées par le VIH-2.

Les cellules CEM ont été infectées avec 10° doses infectieuses a 50 % en culture
tissulaire (DICTso) des souches VIH-1;r-csr (souche de VIH-1) ou VIH-2rop (Souche de VIH-
2) ou avec du milieu de culture comme témoin non infecté (Petitdemange DICT 2013). Sept a
neuf jours apres l'infection, les cellules ont été préparées pour une analyse par cytométrie en
flux. Les cellules CEM non-infectées et infectées par le VIH ont éte lavées 3 fois puis colorées
avec 10 ug/ml de proteines de fusion solubles (NKp30-lg, NKp44-lg et NKp46-lg : R&D
system) ou d'Ac monoclonaux anti-ULBP-1, -3 ou -2,5,6 (R&D system) pendant 2 heures a

4°C. Les cellules ont été incubées avec des fragments F(ab’)2 d'IgG de chévre anti-humaine
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(1/50 ; Jackson ImmunoResearch), puis de rat anti-Ab de souris (1/50) PE (Baychelier, Blood
2013). Pour analyser I'expression des molécules du CMH de classe 1, I'anticorps anti-HLA-
ABC (BD) a été incubé pendant 30 minutes a 4°C. Les cellules ont éte fixées puis
perméabilisées avec du cytofix/cytoperm (Becton Dickinson), puis un marquage intracellulaire
du virus a éte réalisé avec un anti KC-57 (Beckman Coulter) afin de mesurer le taux de protéine
virale du VIH-1 et du VIH-2. Les données ont été analysées avec Flow Jo version 9 (TreeStar).

Considérations ethiques

Les projets Immunovir-2, Cleac et Co-15 ont regu I’approbation de I’ANRS et des

comités d’éthique CPP.
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Résumé

Le VIH-2 et le VIH-1 différent par leur pathogénicité. Afin de mieux comprendre les
mécanismes encore mal connus des faibles pathogénicité et potentiel de réplication du VIH-2,
nous avons étudié les caractéristiques immuno-virologiques des réservoirs du VIH-2 et de
parametres de I’'immunité innée et intrinséque chez des patients infectés par VIH-2 ne

progressant pas vers le SIDA, intégrés dans la cohorte de 'ANRS-CO-05.

Dans un premier travail nous avons testé I’hypothése que les réservoirs du VIH-2
pouvaient suivre une distribution particuliére connue dans les modeles d'infections atténuees
du VIH-1/SIV, dans lesquels l'infection reste majoritairement limitée dans les lymphocytes T
CD4 centrale mémoire (TCM) du sang périphérique. Un nombre de 14 sujets infectés par le
VIH-2 et naifs de traitement ARV, a été inclus ainsi que des donneurs sains de I’EFS et des
donneurs sains d’origine Ouest Africaine. Les cellules du sang périphérique ont été triées en
sept sous-populations de Monocytes, TCD4 Activés, T CD4 au repos (TN, TCM, TTM, TEM).
Les cellules CD8" ont été mises en culture pendant 30 jours pour tester la production virale.
L’ADN viral a été quantifié dans ces cellules triées par PCR. L’expression membranaire des
corécepteurs et des facteurs de restriction a été analysée dans un premier temps par une étude
transcriptomique en multiplex de 96 genes et dans un second temps par cytométrie en flux. Les
résultats ont montré que I'ADN du VIH-2 était indétectable dans les monocytes de tous les
individus et quantifiable chez 4 individus seulement, et ce dans les TTM (médiane : 2,25 logio
copies/10° cellules), mais aussi dans les TCM d'un seul individu (1,75 logio copies/10° cellules).
Les niveaux d'’ADN du VIH-2 dans les PBMC étaient positivement corrélés avec ceux des TTM
(R =0,66; p=0,01). L’inductibilité virale a été observée in vitro chez seulement 3 patients.
L’analyse de I’expression des corécepteurs a montré que le CCR5 était exprimé de facon
similaire dans les sous-populations des VIH-2" comparé aux donneurs sains. L’étude
transcriptionnelle a montré que le nombre de transcrits de CXCR®6 était plus faible dans les
TCM par rapport aux TTM (p=0,002), résultat confirmé par cytométrie, et a montré une
expression plus élevee du facteur de restriction TRIM5a dans les TCM par rapport au TTM

(p=0,004), ce qui n’a pu €tre confirmé par cytométrie.

Au cours du deuxiéme travail, I’analyse du phénotype des cellules NK et les différents
marqueurs ont été analysés par cytométrie en flux et realises sur les cellules sanguines de 24
sujets de la cohorte ANRS Co05, inclus de maniére prospective. Nous avons retrouvé une

diminution tres significative de I'expression du récepteur activateur NKp30 (P < 0,0001) sur les
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cellules NK, beaucoup plus importante que celle observée chez les patients VIH-1*. Cette
diminution de I’expression de NKp30 est corrélée négativement avec celle de HLA-DR
(r=0,5970 ; P=0,0002), et positivement avec le NKG2A (r= 0,5324 ; P < 0,0001). La faible
expression de NKp30 était associée a une augmentation de la production d'IFN-y (P < 0,0001)
et une altération de la fonction cytolytique surtout en présence de cellules cibles exprimant a

leur surface B7-H6.

Le troisiéme travail a permis de comparer 1’expression des corécepteurs et de facteurs
de transcription des VIH-1 et VIH-2 de patients non progresseurs a long terme infectés par
VIH-1 (LTNP), intégrés dans la cohorte ANRS CO15, aux patients infectés par VIH-2 et aux
donneurs sains. Nous avons principalement observé que I’expression de PD1 était plus
importante sur les cellules T CD4 des sujets VIH-1 LTNP comparés aux donneurs sains, mais
non corrélée a la charge virale. L’expression des corécepteurs et les facteurs de transcription
étaient dans les mémes proportions chez les VIH-1 LNTP comparé aux sujets VIH-2 et aux

donneurs sains.

En conclusion de ces travaux, nous avons pu confirmer notre hypothése que les faibles
réservoirs du VIH-2 se distinguent des réservoirs du VIH-1 par l'absence d'infection
monocytaire et une infection limitée des TCM associée a une expression plus faible d'un
éventuel autre corécepteur du VIH-2, le CXCR6. L'expression défectueuse du récepteur NKp30
des cellules NK peut étre induite par I'engagement chronique de ce récepteur par B7-H6
exprimé sur des cellules cibles infectées par le VIH-2, et influencer les mécanismes de contrdle
de I’infection VIH-2 induit par les cellules NK.

Ces résultats jettent un nouvel éclairage sur la faible pathogénicité de I'infection par le
VIH-2, suggerant des mécanismes proches de ceux rapportes dans d'autres modeles d'infection
atténuee par le VIH/SIV.

Mots clés: [VIH-2, VIH-1, Lymphocytes T CD4, Réservoirs, Inductibilité, corécepteurs,
facteurs de transcription, cellules NK, NKp30]
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[Immunological characterization of HIV-2 and HIV-1 human immunodeficiency virus
reservoirs in immunocompetent cells and study of innate and intrinsic immunity
parameters.]
Abstract :

HIV-2 and HIV-1 differ by their pathogenicity. In order to better understand the still
poorly known mechanisms of the low pathogenicity and replication potential of HIVV-2, we have
investigated characteristics of the HIV-2 reservoirs and of some parameters of the intrinsic and
innate immunity in untreated individuals with a non progressive HIV-2 infection from the
french cohort ANRS CO-05.

In a first study we have investigated whether the HIV-2 peripheral blood reservoirs
could follow the particular distribution known in the already well-studied attenuated HIV-1/SIV
infection models, in which infection remains predominantly limited in CD4 central memory T
lymphocytes (TCM). HIV-2 infected and ARV naive subjects from the ANRS-CO5 cohort (14
subjects) were included prospectively and compared to those of healthy EFS donors and healthy
donors of West African origin. During this first work the cells were sorted and seven sub-
populations were harvested : Monocytes, activated CD4 TCD4, CD4 resting T (TN, TCM,
TTM, TEM). The CD8- cells were cultured for 30 days to test viral production. Viral DNA was
quantified in sub-population sorted by PCR. Membrane expression of co-receptors and
restriction factors were analyzed first by transcriptomic study in 96-gene multiplex and
secondly by flow cytometry. Results show that HIVV-2 DNA was undetectable in the monocytes
of all individuals and quantifiable in 4 individuals only, in the TTM (median : 2.25 log10
copies/106), but in the TCM of only one individual (1.75 log10 copies/106 cells). The HIV-2
DNA levels in PBMC positively correlated with those in the TTM (R = 0.66, p = 0.01). Viral
inducibility was observed in cells from only 3 HIV-2 infected individuals. Co-receptor
expression analysis showed that CCR5 was similar in HIVV-2* subpopulations compared to
healthy donors. The transcriptional study showed that the expression of the CXCR6 gene was
lower in TCM compared to TTM (p = 0.002), confirmed by cytometric analysis, and a higher
expression of the restriction factor TRIM5 in TCM compared to TTM (p = 0.004) which was

not confirmed by flow cytometry.

In the second work : the NK cell phenotype and the different markers were analysed by
flow cytometry in peripheral blood cells from 24 HIV-2 infected non progressors subjects from
the same ANRS Co5 cohort. We found a very significant decrease in the expression of the
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activating receptor NKp30 (P < 0.0001) on NK cells, that was much greater than that observed
in HIV-1+ patients. This decrease in NKp30 expression correlated negatively with HLA-DR
(r : 0.5970; P : 0.0002), and positively with NKG2A (r : 0.5324; P < 0.0001) . The low
expression of NKp30 was associated with an increased production of IFN-g (P < 0.0001) and
altered cytolytic function especially in the presence of target cells expressing the B7-H6 surface
ligand.

The third work analyzed the expression of HIV-1 and HIV-2 co-receptors and
transcription factors in HIV-1 infected long-term non progressors (LTNP) from the ANRS
CO15 cohort, to those of the 14 subjects infected with HIV-2 of our first study, compared to
healthy donors. We found that the PD1 expression was higher in CD4 T cells from HIV-1LTNP
subjects compared to healthy donors, though not correlated to the HIV-1 plasma load. The co-
receptors and transcription factors expression were in the same proportions in HIV-1LTNP
compared to HIV-2 and healthy donors.

In summary, the weak HIV-2 reservoirs are distinct from the HIV-1 reservoirs by the
absence of monocytic infection and a limited TCM infection associated with lower expression
of another potential HIV-2 co-receptor, CXCR®, and therefore share the characteristics of other
models of attenuated HIV/SIV infection. The defective expression of NK p30 may be induced
by chronic engagement of this receptor by B7-H6 expressed on HIV-2 infected target cells.

These results shed new light on the low pathogenicity of HIV-2 infection, suggesting

mechanisms close to those reported in other models of attenuated HIVV/AIDS infection.

Keywords : [HIV-2, HIV-1, CD4 T cells, reservoirs, inducibility, coreceptor, transcription
factor, NK T cells, NK T cells, NKp30]
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