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Avant-Propos 

Depuis le début de l’épidémie de syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) dans les 

années 1980 (Gottlieb et al., 1981), et la découverte de son agent étiologique en 1983 (Barré-

Sinoussi et al., 1983), le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) a infecté 75,7 millions 

[55,9 millions - 100 millions] de personnes à travers le monde. Parmi ces personnes 

séropositives, 32,7 millions [24,8 millions - 42,2 millions] sont décédées de suite de maladies 

liées au SIDA (ONUSIDA/UNAIDS, 2020). Par sa propagation massive et sa forte létalité, cette 

infection est rapidement devenue un problème de santé publique mondiale. La communauté 

scientifique et médicale s’est alors engagée dans une lutte sans relâche contre ce virus afin de 

découvrir son origine, son mode de transmission et sa physiopathologie dans le but de mettre 

en place les outils nécessaires à son diagnostic, son contrôle et sa prévention. Bien que les 

nombreuses études menées sur le VIH depuis près de 40 ans aient permis des avancées 

scientifiques majeures dans ce domaine, il n’existe toujours pas de vaccin efficace permettant 

de protéger contre l’infection. De même, aucune des thérapies disponibles n’est capable 

d’éliminer définitivement le virus. Ainsi en 2019, on recensait encore 38 millions [31,6 millions 

- 44,5 millions] de personnes vivant avec le VIH dans le monde. Cette même année, 1,7 millions 

[1,2 millions - 2,2 millions] de nouvelles infections par le VIH et 690 000 [500 000 – 970 000] 

décès causés par le SIDA ont été recensés (ONUSIDA/UNAIDS, 2020).  

Actuellement, deux sérotypes de VIH sont connus : Le VIH-1, prédominant et mondialement 

endémique, représente 95% des infections à VIH dans le monde, le VIH-2, minoritaire est 

principalement restreint à l’Afrique de l’ouest (Barré-Sinoussi et al., 1983; Campbell-Yesufu 

& Gandhi, 2011; Clavel et al., 1986; Quinn, 1994). Le VIH-1 et le VIH-2 partagent de 

nombreuses caractéristiques génomiques, structurelles et antigéniques ainsi qu’un mode de 

transmission et un mécanisme de réplication similaires (Azevedo-Pereira & Santos-Costa, 

2016; Nyamweya et al., 2013). Cependant des différences majeures existent au niveau de leur 

infectiosité et de leur pathogénicité. En effet contrairement à celle due au VIH-1, l’infection par 

le VIH-2 est moins virulente, moins transmissible et entraine une progression plus lente vers le 

stade SIDA (Azevedo-Pereira & Santos-Costa, 2016; Esbjörnsson et al., 2019). Sur la base de 

ces différences, les recherches se sont accentuées dès l’origine sur le VIH-1 et la compréhension 

des mécanismes moléculaires impliqués dans son tropisme cellulaire, sa réplication, sa 

pathogenèse, son échappement à la réponse immunitaire et enfin sa persistance. Ces recherches 
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ont alors ouvert la voie à de nombreux traitements préventifs et thérapeutiques contre le VIH-

1 ainsi que le VIH-2. 

Parmi ces thérapies, l’avènement des traitements antirétroviraux a permis d’enrayer la montée 

de l’épidémie et d’améliorer la qualité de vie et le pronostic de nombreux patients (Cihlar & 

Fordyce, 2016). Cependant, la thérapie antirétrovirale combinée (cART) est nécessaire à vie 

pour une suppression virologique durable. De plus, la sélection de mutants de résistance, 

l’apparition d’effets secondaires, un manque d’observance chez certains patients et la 

persistance virale/l’absence d’éradication, nécessitent le développement d’une gamme plus 

large d’options de traitements. Ces nouveaux traitements visent notamment à induire une 

réponse immunitaire efficace permettant aux personnes séropositives de contrôler leur 

infection, à l’instar des patients contrôleurs du VIH et des contrôleurs post-traitement qui 

maintiennent une charge virale indétectable en l’absence de traitements. A cet égard, les 

anticorps monoclonaux ciblant des points de contrôle inhibiteurs du système immunitaire 

semblent susciter beaucoup d’intérêt comme immunothérapies visant à restaurer une réponse 

immunitaire fonctionnelle après infection (Kaufmann & Walker, 2009; Porichis & Kaufmann, 

2012; J. Zhang et al., 2017). Les travaux de James P. Allison et Tasuku Honjo basés sur cette 

stratégie « d’inhibition des régulations immunitaires négatives », à l’aide d’anticorps 

monoclonaux bloquants CTLA-4 et PD-1, respectivement, ont révolutionné le traitement de 

certains cancers, maladies qui échappent tout comme l’infection au VIH-1 aux réponses 

immunitaires, et leur ont valu l’attribution du prix Nobel de médecine en 2018. 

Dans le but de mettre au point des stratégies d’immunothérapie efficaces contre le VIH-1, il est 

indispensable de continuer à mieux caractériser les mécanismes moléculaires et cellulaires 

impliqués dans le contrôle de l’infection virale et dans l’échappement du virus aux réponses 

immunitaires. Ces découvertes pourraient ainsi aboutir à l’identification de nouvelles cibles 

thérapeutiques permettant une rémission fonctionnelle durable de l’infection au VIH-1. En 

parallèle, il reste nécessaire de poursuivre les recherches sur la conception d’un vaccin préventif 

efficace et sur l’identification de marqueurs permettant de cibler les réservoirs persistants du 

VIH-1, stratégies inéluctables pour éradiquer ce virus.  
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I. Infection par le VIH-1 : physiopathologie et contrôle 

Après sa transmission, majoritairement par voie sexuelle (Shaw & Hunter, 2012), le VIH-1 va 

infecter et détruire rapidement les lymphocytes T CD4+ et induire un dysfonctionnement 

important des réponses immunitaires innée et adaptative (Deeks et al., 2015). L’inflammation 

persistante couplée à l’activation chronique de la réponse immunitaire vont conduire à un 

épuisement du système immunitaire (Victor Appay et al., 2007; Deeks et al., 2012, 2013; P. W. 

Hunt, 2012; Sokoya et al., 2017). L’ensemble de ces évènements va provoquer au fil des années, 

un déficit immunitaire sévère aboutissant à la phase SIDA. Les personnes infectées par le VIH 

présentent à ce stade, une sensibilité accrue aux infections par des pathogènes opportunistes, 

aux réactivations de virus en latences (CMV, EBV et HSV) et à l’apparition de comorbidités 

telles que l’ostéoporose, les maladies cardiovasculaires, la neurodégénérescence, l’insuffisance 

organique et certains types de cancers (Sokoya et al., 2017). Sans traitement antirétroviral, les 

patients décéderont dans les années qui suivront l’une de ces maladies. 

A. Cibles cellulaires et persistance du VIH-1 

a. Récepteur et corécepteurs du VIH-1 

Dès son entrée dans l’organisme, le virus va chercher à lier et pénétrer les cellules pour 

s’intégrer dans leur génome, se répliquer et se disséminer dans les différents tissus et organes. 

Le principal récepteur permettant l’entrée du VIH-1 dans la cellule est le cluster de 

différenciation 4 (CD4) (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984). Cette glycoprotéine 

permet normalement d’amplifier le signal généré par le récepteur des cellules T (TCR) lorsque 

celui-ci entre en interaction avec le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH-

II) lors de la présentation antigénique. Le VIH-1 dispose à sa surface de complexes 

hétérotrimériques formés des glycoprotéines gp120 et gp41 de l’enveloppe virale. Lors de 

l’infection, la glycoprotéine virale gp120 va se lier aux récepteurs CD4 présents à la surface 

des cellules cibles, première étape nécessaire à l’entrée du virus dans la cellule (Mcdougal et 

al., 1986). Pour terminer son entrée, le VIH-1 doit interagir avec un corécepteur cellulaire 

spécifique : principalement le récepteur à CC-chimiokine 5 (CCR5) et le récepteur à CXC-

chimiokine 4 (CXCR4) (H. K. Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Feng et al., 1996). En 

effet, la liaison de la gp120 au CD4 induit un changement conformationnel du complexe 

hétérotrimérique, permettant l’interaction d’un domaine spécifique de la gp120 avec le CCR5 

ou le CXCR4. La liaison de la gp120 au corécepteur engendre l’exposition du peptide de fusion 



Introduction 
 

 14 

hydrophobe de la gp41 qui s’insère alors dans la membrane de la cellule hôte et entraine la 

fusion des membranes virale et cellulaire (Wilen et al., 2012). La capside virale entre alors dans 

la cellule et le cycle viral commence. D’autres membres de la famille des récepteurs de 

chimiokines (ou étroitement liés à celle-ci) ont également été identifiés comme corécepteurs 

potentiels du VIH-1 (Clapham & McKnight, 2002). 

Les souches de VIH-1 peuvent être classées en fonction de leur tropisme pour les corécepteurs. 

En effet, les virus qui utilisent le CCR5 sont appelés virus R5, ceux qui utilisent CXCR4, virus 

X4 et les virus qui peuvent utiliser les deux corécepteurs sont appelés virus R5X4 (Berger et 

al., 1998). À de rares exceptions près, seuls les virus R5 et R5X4 sont transmis entre les 

individus (Clapham & McKnight, 2001; Joseph et al., 2015; Keele, Giorgi, et al., 2008). 

Néanmoins, il a été montré que tardivement au cours l’infection, les virus transmis peuvent 

évoluer d’un tropisme R5 ou R5X4 vers un tropisme X4 (Connor et al., 1997). Ceci pourrait 

permettre au virus de cibler plus de sous-populations de lymphocytes au cours de la phase SIDA 

(Bleul et al., 1997). 

b. Tropisme cellulaire du VIH-1 et infection productive 

Le tropisme cellulaire du VIH-1 est lié à l’expression du récepteur CD4 et des corécepteurs 

CCR5 et CXCR4 à la surface des cellules. La codistribution de ces récepteurs facilite une fusion 

potentielle des enveloppes virales et cellulaires, non seulement des lymphocytes T CD4+, mais 

aussi d’autres cellules impliquées dans la mise en place des réponses immunitaires innée et 

adaptative, telles que les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques. Bien que le 

VIH-1 soit capable d’infecter ces cellules, seulement une partie d’entre elles permettent une 

infection productive, c’est-à-dire l’intégration du génome viral ou « provirus » dans le génome 

de la cellule hôte et la production de virions. 

Les lymphocytes T CD4+ 

Les lymphocytes T CD4+ CCR5+ sont les principales cibles du VIH-1, mais leurs différentes 

sous-populations (naïve, mémoire centrale, mémoire transitionnelle et mémoire effectrice) ne 

sont pas sensibles de façon égale à l’infection. La permissivité de ces cellules, capacité à 

permettre un cycle viral complet, dépend de leur état d’activation et de leur niveau de 

différenciation (Stevenson, 2003), tous deux étroitement contrôlées par le métabolisme 

cellulaire (Sáez-Cirión & Sereti, 2020). 
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Les lymphocytes T CD4+ CCR5+ activés sont métaboliquement et transcriptionnellement actifs, 

et vont donc permettre une infection productive, contrairement à leurs homologues naïfs au 

repos (Pan et al., 2013; Valle-Casuso et al., 2019). Ces cellules activées ont néanmoins une 

courte durée de vie en raison des effets cytopathiques du virus ou de leur destruction médiée 

par les lymphocytes T cytotoxiques (Coffin & Swanstrom, 2013). Les lymphocytes T CD4+ au 

repos, quant à eux, permettent l’entrée du VIH-1 mais ne permettent généralement pas une 

transcription inverse complète de son ARN en ADN, étape nécessaire à son intégration dans le 

génome de la cellules hôte pour la poursuite de son cycle viral (Descours et al., 2012). Ce 

phénomène serait en partie dû à la présence du facteur de restriction SAMHD1 qui maintient 

un réservoir de dNTPs très bas dans ces cellules au repos, empêchant la synthèse d’ADN du 

VIH-1 (Descours et al., 2012). 

La majorité des lymphocytes T CD4+ résident dans les tissus lymphoïdes, tels que les ganglions 

lymphatiques, la rate et les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses. Les lymphocytes T 

CD4+ des muqueuses présentent majoritairement un profil CCR5+ mémoire avec un statut 

relativement activé, faisant de ces cellules des cibles préférentielles pour le VIH-1 dans ces 

tissus (Jason M. Brenchley et al., 2004; R. S. Veazey et al., 2000; Ronald S. Veazey et al., 

2003). Au sein des lymphocytes T CD4+ mémoires, les lymphocytes T auxiliaires 17 (Th17) et 

folliculaires (Tfh), sont infectés à des taux plus élevés que les autres sous-populations de T 

CD4+ mémoires (El Hed et al., 2010; Kohler et al., 2016). Leur répartition tissulaire, leur niveau 

d’activation élevé, leur forte expression du CCR5 et le tropisme préférentiel des virus R5 

transmis expliquent en partie la forte production virale observée dans ces sous-populations de 

lymphocytes T CD4+, contrairement aux lymphocytes T naïfs qui expriment majoritairement le 

CXCR4 (Bermejo et al., 1998; Bleul et al., 1997; Deeks et al., 2015; Groot et al., 2006). 

L’infection productive des lymphocytes T CD4+ entraine une déplétion importante de ces 

cellules au cours du temps et un épuisement de ce compartiment, phénomène caractéristique de 

l’infection par le VIH-1 (Hazenberg et al., 2000). 

Les macrophages et monocytes 

Alors que les lymphocytes T CD4+ ont été identifiés comme les cibles principales du VIH-1, 

les macrophages, qui expriment également le CCR5 (Blanpain et al., 2002; Tuttle et al., 1998), 

sont la seconde cible majeure de ce virus (Koppensteiner et al., 2012; A. Kumar & Herbein, 

2014). L’infection des macrophages par le VIH-1 peut survenir par différentes voies, y compris 

par phagocytose des lymphocytes T infectés d’après l’étude in vitro de Baxter et al. (Baxter et 
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al., 2014). Ces cellules présentent cependant une faible permissivité à l’infection (Chun et al., 

1997), en partie dû à la présence du facteur de restriction SAMHD1 (Hrecka et al., 2011). 

Néanmoins, il semblerait que des protéines du cycles cellulaires soient capables d’inactiver 

SAMHD1 à un temps donné permettant au VIH-1 d’infecter ces cellules (Badia et al., 2016; 

Kyei et al., 2015; Mlcochova et al., 2017). De l’ADN, de l’ARN et la protéine de capside p24 

du VIH-1 ont ainsi pu être détectés dans divers macrophages tissulaires de patients sous cART 

(M. E. Wong et al., 2019). Par leur capacité à produire des virions, même sous cART (Shen et 

al., 2009; P. D. Smith et al., 1997; Zalar et al., 2010), à migrer dans les différents compartiments 

tissulaires et à résister aux effets cytopathiques du VIH-1 (Simon Swingler et al., 2007), les 

macrophages sont des acteurs clés de l’infection persistante et de la transmission virale aux 

lymphocytes (Kedzierska & Crowe, 2012; Kruize & Kootstra, 2019). 

Les monocytes présentent également des mécanismes de restriction qui limitent leur infection 

productive par le VIH-1, tels que les facteurs de restriction SAMHD1 et APOBEC3 et les 

microARN cellulaires (M. E. Wong et al., 2019). Cependant, des études indiquent que des 

monocytes infectés par le VIH-1 capables de produire des virions sont retrouvés chez des 

patients sous cART (Lambotte et al., 2000; Sonza et al., 2001; Zhu et al., 2002). Bien que les 

monocytes classiques (CD14++CD16-) semblent relativement résistants à l’infection par le VIH-

1, probablement en raison d’une plus faible expression de CCR5 (Ellery et al., 2007; Weber et 

al., 2000), les monocytes intermédiaires (CD14++CD16+) ou non classiques (CD14+CD16++), 

qui expriment des niveaux plus élevés de CCR5, sont d’avantage permissifs à l’infection par le 

virus (Ellery et al., 2007). Néanmoins, la présence de niveaux élevés de CXCR4 sur les 

monocytes classiques pourrait permettre une infection productive de ces derniers à un stade 

plus avancé de l’infection, lorsque les virus X4 tendent à émerger (Innocenti-Francillard et al., 

1994). 

Bien qu’une infection productive des monocytes par le VIH-1 soit possible, les macrophages 

restent cependant la principale source de production virale et de réservoir pour le VIH-1 au sein 

du compartiment myéloïde. 

Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques (DCs) expriment le récepteur CD4 (à de faibles niveaux) et les 

corécepteurs d’entrée du VIH-1 (B. Lee et al., 1999) mais leur capacité à être infectées et à 

produire de nouveaux virions a longtemps été controversée en raison de leur environnement 

hostile et restrictif au VIH-1 (Ahmed et al., 2015; Martin-Gayo & Yu, 2019). Il semblerait que 
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les DCs soient tout de même capables de répliquer le virus à de faibles niveaux (10 à 100 fois 

moins que les lymphocytes T CD4+), selon leur état de maturation. En effet, contrairement aux 

DCs matures, les DCs immatures peuvent soutenir la réplication des virus R5 (Canque et al., 

1999; Granelli-Piperno et al., 1998; Kawamura et al., 2003; Turville et al., 2008). Les DCs 

immatures infectées par le VIH-1 vont alors migrer vers les ganglions lymphatiques et 

transmettre les nouveaux virions produits aux lymphocytes T par un processus appelé cis-

infection (Wu & KewalRamani, 2006). Les DCs plus matures, quant à elles, n’ont pas la 

capacité de répliquer le VIH-1 mais peuvent néanmoins, tout comme les DCs immatures, 

internaliser et transmettre des virus R5 et X4 de la muqueuse aux organes lymphoïdes 

secondaires riches en lymphocytes Tfh (Cavrois et al., 2007; Garcia et al., 2005; Granelli-

Piperno et al., 1998). Des récepteurs présents à la surface des DCs, tels que DC-SIGN, DCIR 

et Siglec1 ont été montrés comme impliqués dans ce phénomène, par leur capacité à lier et 

capturer le VIH-1 dans des compartiments cellulaires (Kijewski & Gummuluru, 2015). Le virus 

est par la suite transmis des DCs aux lymphocytes T CD4+ par trans-infection via une synapse 

virologique ou la voie de sécrétion des exosomes (Geijtenbeek et al., 2000; Izquierdo-Useros 

et al., 2014; Kijewski & Gummuluru, 2015; Wu & KewalRamani, 2006). Les DCs folliculaires 

(fDCs), présentent dans les centres germinatifs des follicules lymphoïdes, jouent un rôle très 

important dans ce phénomène puisqu’elles sont capables de capturer de grandes quantités de 

virions et de les préserver infectieux pendant plusieurs semaines et mois, avant de les 

transmettre par trans-infection aux lymphocytes T des follicules (Keele, Tazi, et al., 2008; B. 

A. Smith et al., 2001). 

Enfin, comme pour les sous-populations de lymphocytes T CD4+, de monocytes et de 

macrophages, certaines sous-populations de DCs semblent plus susceptibles que d’autres à 

l’infection par le VIH-1. Parmi celles-ci, les précurseurs circulants des DCs (pré-DC), ainsi que 

les DCs CD1c+, les DCs CD1a+ et les cellules de Langherans peuvent être infectées par le VIH-

1, le répliquer et le transmettre aux lymphocytes T (Ahmed et al., 2015; Cavrois et al., 2007; 

Kawamura et al., 2003; Pena-Cruz et al., 2018; Ruffin et al., 2019; Silvin et al., 2017). En 

revanche, les DCs CD141+ et les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) semblent plus 

résistantes à l’infection par le VIH-1 (Silvin et al., 2017), même si certaines études montrent 

tout de même une infection et une réplication possible du VIH-1 dans les pDCs (Patterson et 

al., 2001; Schmidt et al., 2004). 
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c. Réservoirs du VIH-1 et persistance virale 

Les réservoirs du VIH-1 comprennent tout type cellulaire ou site anatomique contenant de 

l’ADN du virus capable de se répliquer (ADN compétant) et de persister même sous cART 

(Chun et al., 2015; Vanhamel et al., 2019). Le réservoir est définit comme « latent » lorsque 

l’ADN compétent intégré dans le génome de la cellule est transcriptionnellement silencieux 

mais conserve la capacité de produire des particules virales infectieuses lors d’une stimulation 

(Eisele & Siliciano, 2012; Plantin et al., 2018). Ainsi, cette définition n’inclut pas la plupart des 

ADN du VIH-1 intégrés, car beaucoup sont défectueux (Bruner et al., 2016; Chun et al., 1997), 

ni les formes non intégrées qui sont éliminées en raison de leur labilité ou perdues lors de la 

division cellulaire (Trémeaux et al., 2019). 

Les réservoirs cellulaires et tissulaires du VIH-1 

Environ 0,01 à 1% des lymphocytes T CD4+ circulants contiennent de l’ADN VIH-1 intégré 

dont 5 à 10% sont intacts (Y. C. Ho et al., 2013) et seulement une petite proportion de ces 

génomes intacts peut être inductible et capable de supporter la réplication du virus post-cART 

(Y. C. Ho et al., 2013; Hosmane et al., 2017). 

Parmi les lymphocytes T CD4+ au repos, la sous-population mémoire centrale (TCM) est 

considérée comme le principal réservoir latent du VIH-1 (Soriano-Sarabia et al., 2014). 

D’autres sous-populations de lymphocytes T CD4+ mémoires (TTM, TEM, TSCM) mais également 

naïfs et auxiliaires (Th1, Th2, Th17 et principalement Tfh) sont infectées par le VIH-1 et 

peuvent contribuer à la persistance virale (Falcinelli et al., 2019). Bien que les macrophages et 

les DCs soient faiblement susceptibles de contenir des provirus compétents, ces cellules 

constituent un réservoir important pour la persistance du VIH-1 par leur forte résistance à la 

cART et par leur capacité à capturer et transmettre les virions aux lymphocytes T dans différents 

tissus et organes. A cet égard les fDCs constituent un réservoir à long terme de virus infectieux 

important et cela même en présence de cART (Heesters et al., 2015). Une étude récente indique 

tout de même que les macrophages issus de prélèvement urétral de patients sous cART 

contiennent du virus latent et compétent (Ganor et al., 2019). Bien que le VIH-1 soit capable 

d’infecter d’autres macrophages tissulaires, leur rôle en tant que réservoirs latents reste en débat 

(Kruize & Kootstra, 2019). 

L’entrée dans la circulation sanguine de virions sous forme libre ou associés à des cellules 

immunitaires (par infection ou capture) entraîne la propagation du VIH-1 dans tout l’organisme 

(Bracq et al., 2018; Wu & KewalRamani, 2006). Des cellules infectées par le VIH-1 ont été 
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trouvées dans le cerveau et le liquide céphalorachidien, les poumons, les reins, le foie, le tissu 

adipeux, le tractus gastro-intestinal, les systèmes génito-urinaires masculin et féminin et la 

moelle osseuse (Mzingwane & Tiemessen, 2017; J. K. Wong & Yukl, 2016; M. E. Wong et al., 

2019). Cependant, les tissus lymphoïdes (rate, thymus, ganglions lymphatiques et GALT) sont 

les sites réservoirs majeurs de réplication du virus, et l’ADN du VIH-1 peut toujours être détecté 

dans les ganglions lymphatiques après des années sous cART (J. K. Wong & Yukl, 2016). Au 

sein de ces organes, le virus se trouve généralement intégré dans les lymphocytes T CD4+ et les 

macrophages, mais aussi dans des types cellulaires spécifiques de ces tissus tels que la 

microglie, les astrocytes, les cellules épithéliales, les fibrocytes, les podocytes et les cellules 

souches hématopoïétiques (Al-Harti et al., 2018; Barton et al., 2016; Canaud et al., 2014; Carter 

et al., 2010; Ko et al., 2019; Mzingwane & Tiemessen, 2017; J. K. Wong & Yukl, 2016). La 

contribution de toutes ces cellules et de tous ces compartiments anatomiques en tant que 

réservoirs latents reste également en débat. 

Mécanismes de persistance du VIH-1 

La présence de provirus latents dans le génome des cellules au repos est la cause majeure de 

persistance du VIH-1. Deux principaux modèles sont proposés pour expliquer l’établissement 

de la latence virale : la latence post-activation et la latence pré-activation (Vanhamel et al., 

2019). Dans le modèle de latence post-activation, certaines cellules activées et infectées 

échappant à la mort cellulaire peuvent revenir à un état de repos et se différencier en 

lymphocytes T CD4+ à mémoire longue durée (Chomont et al., 2009). Dans le modèle de 

latence pré-activation, les lymphocytes T CD4+ au repos sont directement infectées par le VIH-

1. Ce processus d’infection directe des cellules au repos est généralement considéré comme très 

inefficace en raison de divers blocages au cours du cycle viral (Y. Zhou et al., 2005). 

Néanmoins, il a été démontré que des chimiokines peuvent faciliter les premières étapes de 

réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ au repos et conduire à l’intégration de 

l’ADN du virus dans le génome de la cellule (Cameron et al., 2010; Saleh et al., 2007). Ce 

dernier modèle expliquerait l’établissement rapide de réservoirs latents observé dès la phase 

aiguë de la primo-infection (Ananworanich et al., 2015). Dans les deux modèles, il en résulte 

la présence de provirus intégrés dans des cellules au repos capables de se réactiver et de produire 

de nouveaux virions. En l’absence de stimuli, ces cellules au repos ont un niveau d’activation 

insuffisant pour permettre l’expression des gènes viraux et la production de virions mais 

présentent une durée de vie plus longue que les lymphocytes T CD4+ activés, leur conférant un 

rôle important en tant que réservoirs viraux latents (Stevenson, 2003). 
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Une fois intégré et malgré les traitements antirétroviraux, le provirus est stable et persiste des 

années en partie du fait de la longue durée de vie et de la prolifération homéostatique des 

cellules l’hébergeant (Murray et al., 2016; Siliciano et al., 2003). Ce mécanisme d’intégration 

rend le VIH-1 extrêmement difficile à éradiquer par les thérapies actuelles (Chun et al., 2015; 

Kalidasan & Theva Das, 2020). De plus, l’état de latence dans lequel se trouve la majorité des 

provirus (Wiegand et al., 2017) permet aux cellules infectées, qui ne produisent donc pas de 

protéines virales, d’échapper à la reconnaissance et à la clairance par le système immunitaire. 

Cet état de latence est maintenu par de multiples mécanismes transcriptionnels empêchant la 

réactivation (Cohn et al., 2018) et la transcription (Yukl et al., 2018) du virus et l’entrée en 

apoptose de la cellule (Kuo et al., 2018). La réactivation de ces provirus latents conduit presque 

inévitablement au rebond de la charge virale, notamment lors de l’arrêt des traitements 

antirétroviraux.  

D’autres réservoirs cellulaires, présents au sein de tissus où la pénétration de la cART est 

insuffisante, constituent des sanctuaires où le virus présente un faible niveau de réplication 

(Fletcher et al., 2014). Cette réplication virale résiduelle, contribue à la persistance virale par la 

constitution de nouveaux pools de cellules infectées (Chun et al., 2005). Enfin, la persistance 

du VIH-1 résulte également dans le fait qu’une partie des virions produits et des cellules 

nouvellement infectées échapperaient à la reconnaissance et à la clairance par le système 

immunitaire dû aux nombreuses altérations immunologiques induites par l’infection (Nichole 

R. Klatt, Chomont, et al., 2013). Ces altérations seront décrites plus en détail dans la partie C 

petit a « Altérations immunologiques induites par l’infection au VIH-1 ». 

B. Phases cliniques et biologiques de l’infection par le VIH-1 

L’infection par le VIH-1 évolue avec le temps en trois phases distinctes : la primo-infection, 

phase aigüe et rapide de l’infection lors de laquelle le virus va se disséminer du site initial de 

l’infection vers les différents tissus et organes ; la phase de latence clinique asymptomatique 

pendant laquelle le VIH-1 va progressivement détruire le système immunitaire et finir par faire 

entrer l’individu dans la dernière phase de l’infection ; la phase de syndrome 

d’immunodéficience acquise (SIDA). Cette dernière phase de l’infection se caractérise par un 

déficit immunitaire sévère s’accompagnant de maladies opportunistes qui se révèleront 

mortelles (Figure 1). Néanmoins, les traitements antirétroviraux limitent la destruction des 

effecteurs de l’immunité et freinent ainsi la progression vers la phase SIDA. 



Introduction 
 

 21 

Figure 1: Phases cliniques de l’infection par le VIH-1. (D’après Deeks et al. (2015) Nat. Rev. Dis. 

Primers) 

a. La primo-infection 

La primo-infection par le VIH-1 correspond généralement aux neuf premières semaines de 

l’infection et est composée elle-même de deux phases : la phase d’éclipse virale pendant 

laquelle le virus n’est pas détectable et se dissémine, suivie de la phase aigüe de l’infection, 

période intense de réplication virale détruisant une partie du pool de lymphocytes T CD4+. La 

charge virale plasmatique est alors très élevée, augmentant considérablement le risque de 

transmission du virus. La primo-infection peut-être asymptomatique mais certaines personnes 

présentent, lors de la phase aigüe de l’infection, des symptômes pseudo-grippaux tels que de la 

fièvre, des myalgies, des arthralgies, une poly-adénopathie et des manifestations cutanéo-

muqueuses et digestives.  

Les infections naturelles par le VIH-1 surviennent par transmission sexuelle à travers les voies 

génitales ou la muqueuse rectale, la transmission hétérosexuelle étant responsable de près de 

70% des infections à VIH-1 dans le monde (Shaw & Hunter, 2012). Bien qu’il ne soit possible 

d’étudier in vivo les tout premiers événements de la transmission du VIH-1 chez l’Homme, de 

nombreuses études menées sur des échantillons de sang et de tissus provenant de personnes 

primo-infectées par le VIH-1 (Hu et al., 2004; Saba et al., 2010) ou de modèles animaux tel que 

le modèle macaque d’infection par le virus de l’immunodéficience simienne (SIV) (Estes et al., 

2018) dans lesquelles la date de contamination est précise, ont permis une meilleure 
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compréhension des mécanismes immunologiques et physiopathologiques se produisant au 

cours de la primo-infection. 

La phase d’éclipse virale 

Après transmission du VIH-1, la phase d’éclipse virale commence. Les premières cellules à 

rencontrer le virus sont généralement les cellules présentatrices d’antigènes telles que les 

cellules dendritiques résidant dans les tissus et les macrophages. Ces cellules vont transmettre 

le virus aux lymphocytes T CD4+ du site d’infection et des ganglions lymphatiques drainants 

(Kijewski & Gummuluru, 2015; Wu & KewalRamani, 2006). Le VIH-1 se réplique alors 

rapidement dans les lymphocytes T CD4+ activés des ganglions et se propage à d’autres tissus, 

en particulier au tissu lymphoïde associé à l’intestin (GALT) (Jason M. Brenchley et al., 2004). 

Au cours des trois premières semaines de l’infection environ 80% des lymphocytes T CD4+ du 

GALT sont détruits, du fait de leur infection ou de leur suractivation (Gasper-Smith et al., 

2008). A la fin de cette phase, de nombreux réservoirs viraux se sont établis dans les différents 

sites infectés par le virus (Ananworanich et al., 2015). 

La phase aigüe de l’infection 

La réplication intensive du VIH-1 dans le GALT et les autres tissus lymphoïdes marque l’entrée 

dans la phase aigüe de l’infection. La virémie augmente alors de façon exponentielle dans les 

20 jours suivant l’infection (Mattapallil et al., 2005; Ronald S. Veazey et al., 1998), pour 

atteindre un pic généralement de plus d’un million de copies d’ARN par ml de sang (Ribeiro et 

al., 2010). Cet envahissement viral couplé à une activation immunitaire importante induisent 

une libération massive de cytokines pro-inflammatoires par les différents effecteurs de 

l’immunité. Cette « tempête de cytokines » contribue fortement à une activation immunitaire 

intense et délétère pour de nombreuses cellules immunitaires (Doisne et al., 2004; Keating et 

al., 2016; Shyam Kottilil et al., 2007; Roberts et al., 2010). Parallèlement, la réponse 

immunitaire adaptative se développe (Koup et al., 1994) et on observe l’apparition de 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTLs) et d’anticorps spécifiques du VIH-1 (Deeks et al., 

2015; McMichael et al., 2010). Grâce à cette réponse immunitaire adaptative, une diminution 

drastique de la virémie est observée. Néanmoins, la présence de réservoirs viraux capables de 

se réactiver et l’échappement du virus à la réponse immunitaire ne permettent pas d’enrayer 

totalement l’infection. Les erreurs non corrigées de la transcriptase inverse contribuent à 

l’échappement viral et une sélection rapide des variants résistants aux anticorps neutralisants et 

à la reconnaissance des antigènes viraux par les CTLs s’opère (Ganusov et al., 2011; Leslie et 
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al., 2004; Wei et al., 2003). Bien que le nombre de lymphocytes T CD4+ soit faible (moins de 

500 cellules/mm3) au moment du pic de virémie, il revient plus tard à des niveaux presque 

normaux dans le sang mais pas dans le GALT (Jason M. Brenchley et al., 2004; Mattapallil et 

al., 2005; Mehandru et al., 2004).  

A la fin de la primo-infection un certain équilibre s’établit entre le niveau d’échappement du 

VIH-1 à la réponse immunitaire et la capacité de celle-ci à contenir l’infection. On appelle en 

anglais ce niveau d’équilibre le « viral set point », la charge virale plasmatique se stabilisant en 

plateau quelques temps pour la durée de la latence clinique. 

b. La phase de latence clinique 

La deuxième étape de l’infection par le VIH-1 est la phase de latence clinique également 

appelée phase d’infection chronique ou d’infection asymptomatique. Pendant cette période, le 

VIH-1 continue de se répliquer dans l’organisme induisant une délétion et un épuisement 

progressif des lymphocytes T CD4+ ainsi qu’un dysfonctionnement important de la réponse 

immunitaire. Les personnes séropositives peuvent, durant cette phase, ne présenter aucun 

symptôme lié à l’infection. Sans cART, l’infection chronique par le VIH-1 évolue généralement 

vers la phase SIDA sous 10 ans ou plus, bien qu’elle puisse progresser plus rapidement chez 

certaines personnes (Babiker et al., 2000). La transmission du virus à un partenaire séronégatif 

par le biais des relations sexuelles est moindre à ce stade, comparé à la primo-infection, mais 

augmente progressivement au fil des années, lorsque l’individu se rapproche de la phase SIDA, 

la charge virale augmentant (Galvin & Cohen, 2004). 

La phase de latence virale débute au « viral set point » c’est-à-dire lorsque le système 

immunitaire atteint un certain contrôle du niveau de réplication du VIH-1. La virémie est alors 

maintenue de façon relativement stable, à un niveau généralement plus faible que pendant la 

phase aiguë, et souvent pendant des années. Le niveau de la charge virale au moment du « viral 

set point » est hautement prédictif de la progression de la maladie (Lyles et al., 2000; Mellors 

et al., 1996). En effet, les individus présentant à ce moment une charge virale élevée progressent 

généralement plus rapidement vers la phase SIDA et la mort que ceux avec des niveaux viraux 

plus bas (Mellors et al., 1996). Cette progression au fil des années vers la phase SIDA est due 

à la déplétion progressive des lymphocytes T CD4+ tissulaires et circulants, à un épuisement du 

système immunitaire dû à son activation chronique, à un dysfonctionnement des réponses 

immunitaires et enfin à un échappement du virus au système immunitaire adaptatif (Deeks et 

al., 2015). De nombreux mécanismes sont impliqués dans cette pathogenèse. Parmi eux, la perte 
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d’intégrité des muqueuses intestinales conduit à une translocation systémique importante des 

produits bactériens contribuant à une inflammation locale et à une activation chronique intense 

du système immunitaire (Jason M. Brenchley et al., 2006; Nichole R. Klatt, Funderburg, et al., 

2013). Les lymphocytes T CD4+ sont alors majoritairement activés et recrutés aux différents 

foyers d’infection, devenant de nouvelles cibles pour le VIH-1. Le virus va alors détruire les 

lymphocytes T CD4+ directement par cytolyse lors de sa réplication ou bien indirectement par 

pyroptose induite par la présence de transcrits ADN viraux incomplets engendrant une réponse 

inflammatoire intense et la mort des cellules locales non infectées (Doitsh et al., 2010, 2014). 

D’autres cellules non infectées mais suractivées meurent également par apoptose et libèrent des 

microparticules et des facteurs apoptotiques possédant des propriétés immunosuppressives qui 

favorisent l’échappement du VIH-1 (Gasper-Smith et al., 2008). Enfin, la sélection rapide des 

virus mutés qui abrogent la reconnaissance des antigènes viraux par la réponse adaptative 

contribue également à l’échappement du virus au système immunitaire (Ganusov et al., 2011; 

Leslie et al., 2004; Wei et al., 2003).  

Après plusieurs années le système immunitaire est épuisé et ne peut plus contenir l’infection 

par le VIH-1 ni empêcher le développement de maladies opportunistes. L’individu entre alors 

dans la dernière phase de l’infection, la phase SIDA. 

c. La phase SIDA 

L’entrée d’une personne séropositive dans la phase de syndrome d’immunodéficience acquise 

(SIDA) est définie par l’apparition de maladies opportunistes et de cancers (Deeks et al., 2015; 

Selik et al., 2014) et est généralement associée à un taux de lymphocytes T CD4+ inférieur à 

200 cellules/mm 3 (contre environ 500-1 200 cellules/mm3 chez une personne séronégative).  

De nombreux marqueurs sont des indicateurs du risque de progression vers le SIDA. Parmi ces 

marqueurs on retrouve le niveau d’inflammation et d’activation chronique de la réponse 

immunitaire (Hazenberg et al., 2003), le niveau de la virémie au moment du « viral set point » 

(Lyles et al., 2000; Mellors et al., 1996) ou encore le nombre de lymphocytes T CD4+ circulant 

qui est l’indicateur du risque de SIDA le plus utilisé à ce jour chez les patients traités et non 

traités par cART (De Wolf et al., 1997; C. Goujard et al., 2006; Phillips & Lundgren, 2006).  

A ce stade, le système immunitaire est épuisé, en parti détruit, et n’est plus capable de lutter 

contre la réplication intensive du VIH-1 et contre la survenue de nombreuses complications 

infectieuses ou oncologiques (Deeks et al., 2015). Ces complications comprennent des 

manifestations respiratoires causées par des champignons opportunistes ou des bactéries 
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(pneumocystose, candidose œsophagienne, histoplasmose, tuberculose, pneumopathie 

bactérienne), des cancers (lymphome, sarcome de Kaposi), des manifestations neurologiques 

(leuco-encéphalopathie multifocale progressive, toxoplasmose cérébrale, cryptococcose, 

encéphalite à Cytomégalovirus) et enfin des atteintes digestives, oculaires et cutanées (Lloyd, 

1996). Sans cART, ces personnes survivront à la phase SIDA en moyenne 2 ans (Poorolajal et 

al., 2016). 

C. Mécanismes physiopathologiques de l’infection 

Bien que l’immunodéficience induite par la déplétion progressive des lymphocytes T CD4+ soit 

caractéristique de l’infection par le VIH-1, les nombreux dysfonctionnements et dérégulations 

de la réponse immunitaire et son activation exacerbée jouent un rôle critique dans la 

pathogenèse de l’infection. En effet, l’activation chronique de la réponse immunitaire entraine 

une inflammation délétère pour l’organisme et une immunosuppression qui, couplée aux 

altérations immunitaires induites au cours de l’infection, rend le système immunitaire incapable 

de lutter efficacement contre le VIH-1 et les diverses maladies opportunistes. La compréhension 

de l’ensemble des mécanismes impliqués dans cette pathogenèse est nécessaire pour 

l’élaboration de thérapies visant à restituer une fonction immunitaire performante et adaptée 

(Figure 2). 

a. Altérations immunologiques induites par l’infection au VIH-1 

L’infection par le VIH-1 induit une dérégulation, un dysfonctionnement ainsi que la destruction 

de nombreux acteurs cellulaires et tissulaires des réponses immunitaires innées et adaptatives. 

Ces altérations contribuent à l’échappement du virus à la réponse immunitaire en modifiant 

qualitativement et quantitativement les fonctions effectrices du système immunitaire (Figure 

2). 

Altérations des effecteurs cellulaires de la réponse immunitaire innée 

Les cellules dendritiques classiques (cDCs) sont à l’interface des systèmes immunitaires innée 

et adaptatif et jouent un rôle majeur dans la mise en place de réponses immunitaires spécifiques 

et efficaces contre les infections (Banchereau et al., 2000). De par leur localisation dans les 

muqueuses, les cDCs sont parmi les premières cellules à rencontrer le VIH-1. Bien que cette 

rencontre puisse leur permettre d’amorcer rapidement les réponses immunitaires, elle contribue 

fortement, par la même occasion, à la dissémination du virus dans l’organisme (Wu & 

KewalRamani, 2006). Dès la primo-infection, le VIH-1 et le SIV inhibent la capacité d’une 
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partie des cDCs à présenter l’antigène aux lymphocytes T, ne permettant plus à ces cellules 

d’induire une réponse cellulaire efficace (Heather Donaghy et al., 2003; Jinghe Huang et al., 

2011, 2012; Wonderlich et al., 2015). Ces cDCs présentent également un défaut de maturation 

révélé par une expression faible des marqueurs d’activation et de costimulation CD80, CD83 

et CD86 ainsi qu’une altération de leur profil cytokinique avec une faible sécrétion d’IL-12 et 

de TNF-α et une forte induction d’IL-10 (Frleta et al., 2012; Jinghe Huang et al., 2011; 

Majumder et al., 2005; Miller & Bhardwaj, 2013). L’augmentation de la production d’IL-10 

par ces cDCs immatures, possédant de faibles capacités de présentation antigénique, leur 

confère une résistance à la lyse médiée par les cellules tueuses naturelles ou « natural killer » 

(NK) (Alter et al., 2010). Ceci entraînant donc l’accumulation dans les ganglions lymphatiques 

d’un pool de cDCs incapable d’induire une réponse immunitaire efficace. 

Les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) sont également une composante essentielle 

des réponses immunitaires innées contre les virus. En effet celles-ci produisent des interférons 

de type I (IFN-I), qui ont des propriétés antivirales très puissantes via l’induction de nombreux 

gènes permettant aux cellules cibles de résister à l’infection (Reizis, 2019; Stetson & 

Medzhitov, 2006). Au cours de la primo-infection par le VIH-1 et le SIV on observe une 

importante diminution des pDCs dans le sang (Kamga et al., 2005; Killian et al., 2006; Malleret 

et al., 2008; Pacanowski et al., 2001). Cette diminution peut être attribuée à la fois à leur 

migration vers les ganglions lymphatiques et la muqueuse intestinale (H. Li et al., 2015; 

Malleret et al., 2008), à leur mort par apoptose (K. N. Brown et al., 2009; Malleret et al., 2008; 

Meyers et al., 2007) et aussi peut-être par infection directe (Heather Donaghy et al., 2003). Les 

pDCs du sang et des organes lymphoïdes secondaires sont alors renouvelées à partir de la 

moelle osseuse (Bruel et al., 2014; H. Li et al., 2015) et seulement une faible fraction de ces 

cellules produit de l’IFN-α à un instant t dans les organes lymphoïdes secondaire (ganglions 

lymphatiques, rate, muqueuse intestinale) (Bruel et al., 2014). Des études indiquent que la 

suractivation des pDCs dans les organes lymphoïdes entraîne également leur mort. Ces cellules 

sont alors renouvelées par des précurseurs Ki67+ issus de la moelle osseuse, lesquels n’ont pas 

la capacité de produire de l’interféron alpha (Bruel et al., 2014; Martín-Martín et al., 2009), ce 

qui expliquent en partie le déclin rapide de la réactivité des pDCs et de la production d’IFN-α 

observé quelques semaines après l’infection (Bruel et al., 2014). Au cours de l’infection 

chronique par le VIH-1, on constate une diminution progressive du nombre de pDCs dans le 

sang, corrélée positivement au nombre de lymphocytes T CD4+, négativement à la charge virale 

et généralement partiellement restaurée sous cART (Barron et al., 2003; Finke et al., 2004). 
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Cette diminution du nombre de pDCs au cours de l’infection chronique peut être attribuée aux 

mêmes phénomènes observés lors de la primo-infection par le VIH-1 et le SIV (K. N. Brown 

et al., 2007; Dillon et al., 2008; Meyers et al., 2007; Nascimbeni et al., 2009). En phase 

chronique de l’infection, les pDCs apparaissent partiellement activées (Bruel et al., 2014; Dillon 

et al., 2008; Krathwohl et al., 2006) et des études indiquent que ces cellules ne sont capables de 

produire que de faibles taux d’IFN-α suite à des stimulations ex vivo (H Donaghy et al., 2001; 

Heather Donaghy et al., 2003; Feldman et al., 2001; Pacanowski et al., 2001; Soumelis et al., 

2001). 

Les macrophages tissulaires et les monocytes du sang périphérique ont un rôle important dans 

la détection des pathogènes, la coordination des réponses immunitaires précoces et la clairance 

microbienne (Ginhoux & Jung, 2014). L’infection par le VIH-1 induit l’altération des fonctions 

effectrices des monocytes et des macrophages, notamment la phagocytose (Espíndola et al., 

2018; Kedzierska et al., 2003), la destruction intracellulaire de pathogènes par explosion 

oxydative (Espíndola et al., 2018; Koziel et al., 2000; Müller et al., 2008), leurs réponses à des 

stimuli bactériens et aux chimiokines (Noursadeghi et al., 2006; Ueda et al., 1998; J. M. Wang 

et al., 1998) et dérégule également leurs productions de cytokines et de chimiokines (Espíndola 

et al., 2018; Ito et al., 1998; S. Swingler et al., 1999). De plus, ces cellules présentent une 

expression altérée de leurs récepteurs de l’immunité innée, tels que le CD14 et le TLR4 

(Noursadeghi et al., 2006). Un dérèglement dans la balance des sous-populations de monocytes, 

avec une augmentation de monocytes au profil inflammatoire, est également observé 

(Thieblemont et al., 1995). Enfin, le VIH-1 et le SIV augmentent la sensibilité des monocytes 

et des macrophages à l’apoptose (Hasegawa et al., 2009; Laforge et al., 2011) et induisent 

indirectement en phase chronique de l’infection une suractivation et un renouvellement massif 

des monocytes (Hasegawa et al., 2009; Sandler & Douek, 2012). L’altération des fonctions 

effectrices des monocytes et des macrophages contribue considérablement à la pathogenèse de 

l’infection par le VIH-1 en empêchant notamment la phagocytose des pathogènes opportunistes 

en phase SIDA. 

Les cellules NK ont la capacité d’éliminer les cellules tumorales et les cellules infectées 

présentant de faibles niveaux de HLA-I et produisent des facteurs qui stimulent et orientent la 

réponse immunitaire adaptative (Flórez-Álvarez et al., 2018; Vivier et al., 2011). Dès la primo-

infection, la distribution des sous-populations de cellules NK ainsi que leurs fonctions sont 

dérégulées par le VIH-1 (Alter et al., 2005). Le VIH-1 induit une diminution d’expression des 

récepteurs activateurs et une augmentation d’expression des récepteurs inhibiteurs à la surface 
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de ces cellules (De Maria et al., 2003; S. Kottilil et al., 2004; Mavilio et al., 2003). Ce 

phénomène, couplé à la préservation des ligands de leurs récepteurs inhibiteurs à la surface des 

cellules infectées, entrave la lyse de ces dernières par les cellules NK (Bonaparte & Barker, 

2003; G. B. Cohen et al., 1999; Ward et al., 2004). Le VIH-1 empêche également la 

séquestration des virions à la surface des cellules infectées limitant l’induction de la cytotoxicité 

à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) des cellules NK (Arias et al., 2014). 

Enfin, en présence d’une virémie importante, les cellules NK sécrètent des quantités réduites 

de CC-chimiokines et de cytokines ne permettant plus d’inhiber l’entrée du virus dans les 

cellules cibles (Shyam Kottilil et al., 2003; Oliva et al., 1998) et de façonner la réponse 

immunitaire adaptive (Fauci et al., 2005; Mavilio et al., 2003; Tasca et al., 2003), 

respectivement. 

Enfin les granulocytes, dont font partie les neutrophiles, constituent par leur grand nombre un 

des principaux effecteurs de l’immunité innée pouvant secréter des molécules effectrices, 

phagocyter les micro-organismes et présenter des antigènes aux lymphocytes T (Ang Lin & 

Loré, 2017). Cependant, ces cellules sont elles aussi affectées par l’infection au VIH-1. Les 

neutrophiles présentent de nombreuses dysfonctions telles qu’un défaut de chimiotaxie, de 

phagocytose, et de destruction microbienne (Ellis et al., 1988; Pitrak, 1999). Une apoptose des 

neutrophiles est également observée au cours de l’infection, contribuant à une neutropénie 

importante particulièrement en phase SIDA (Elbim et al., 2009; Salmen et al., 2004). Cette 

neutropénie et les dérégulations fonctionnels des neutrophiles sont liés à un risque accru 

d’infections secondaires chez les personnes vivant avec le VIH-1 et dont la maladie progresse 

vers la phase de SIDA (Brettle, 1997; Keizer et al., 1996; Kuritzkes, 2000; Shi et al., 2014). 

Altérations des effecteurs cellulaires de la réponse immunitaire adaptative 

En plus de leur destruction massive au cours de l’infection par le VIH-1, les lymphocytes T 

CD4+ présentent de nombreuses anomalies phénotypiques et fonctionnelles. En effet, ces 

cellules présentent un défaut d’expression du marqueur d’activation CD40 ligand (R. Zhang et 

al., 2004), une augmentation d’expression des molécules inhibitrices CTLA-4 (Kaufmann et 

al., 2007) et PD-1 (D’Souza et al., 2007; Day et al., 2006) et une augmentation d’expression de 

marqueurs d’apoptose ainsi qu’un niveau d’apoptose important (Herbeuval et al., 2005). Bien 

que les lymphocytes T CD4+ des individus virémiques soient capables de produire de l’IFN-γ, 

ces cellules présentent une sécrétion d’IL-2 altérée ne permettant pas leur prolifération et leur 

persistance en tant que cellules mémoires à long terme (Palmer et al., 2004; Tilton et al., 2007; 

Younes et al., 2003). Enfin, l’infection par le VIH-1 induit un déséquilibre dans les sous-
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populations de lymphocytes T CD4+ avec une diminution accrue du nombre de lymphocytes 

Th17 dans le GALT (J. M. Brenchley et al., 2008) et une accumulation importante de 

lymphocytes T régulateurs (Treg) aux sites de réplications du VIH-1 (Andersson et al., 2005; 

Nilsson et al., 2006). Ce déséquilibre cellulaire favorise l’anergie immunitaire et est corrélé à 

une progression plus rapide de la maladie (Falivene et al., 2015). 

Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTLs) spécifiques de virus exercent une grande partie 

de leur activité cytotoxique en sécrétant des facteurs solubles tels que des protéines 

cytolytiques, des cytokines et des chimiokines. Or, les lymphocytes T CD8+ spécifiques du 

VIH-1 ont une capacité réduite à sécréter des cytokines, proliférer et produire de la perforine, 

molécule nécessaire à l’initiation de la lyse cellulaire (Andersson et al., 2002; Victor Appay et 

al., 2000; Stephen A. Migueles et al., 2002; Shankar et al., 2000). Ce défaut de production de 

perforines ne serait cependant pas spécifique au VIH-1 mais représenterait un dérèglement de 

la réponse immunitaire face à une exposition antigénique chronique (D. Zhang et al., 2003). La 

protéine Nef du VIH-1 quant à elle induit spécifiquement une régulation négative des molécules 

HLA-I, à la surface des cellules infectées, empêchant leur reconnaissance et leur lyse par les 

CTLs (Collins et al., 1998; O. O. Yang et al., 2002). Enfin, les lymphocytes T CD8+ spécifiques 

du VIH-1 présentent une surexpression de la molécule PD-1 qui est associée à l’épuisement et 

au dysfonctionnement de ces cellules ainsi qu’à la progression de la maladie (Day et al., 2006; 

Peretz et al., 2012; Trautmann et al., 2006; J. Y. Zhang et al., 2007). Même sous cART, la 

capacité de prolifération, la polyfonctionnalité cytokinique et la fonction cytotoxique des CTLs 

spécifiques du VIH-1 ne sont pas totalement restaurées (S. A. Migueles et al., 2009). 

Les lymphocytes B quant à eux, sont responsables de la réponse humorale mais activent 

également les lymphocytes T en leur présentant l’antigène, des molécules de costimulation et 

des cytokines (Hoffman et al., 2016; Lund & Randall, 2010). L’infection par le VIH-1 induit 

également une dérégulation phénotypique et fonctionnelle des lymphocytes B. En effet, en 

présence d’une virémie élevée on observe pour ces cellules une augmentation de l’expression 

de certains marqueurs, notamment CD70, CD80 et CD86 (De Milito et al., 2004; Malaspina et 

al., 2003) associée à une incapacité des lymphocytes B à stimuler la réponse T (Malaspina et 

al., 2003). De plus, le VIH-1 induit une diminution de lymphocytes B mémoires circulants, due 

à leur différenciation en plasmocytes (Nagase et al., 2001), et une accumulation de lymphocytes 

B naïfs sécrétant des immunoglobulines de façon incontrôlée (De Milito et al., 2004). Ceci 

conduit, à une plasmocytose associée à une hypergammaglobulinémie (De Milito et al., 2004; 

S. Moir et al., 2001; Nagase et al., 2001; Notermans et al., 2001). L’infection par le VIH-1 
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entraine également une augmentation de l’activation polyclonale des lymphocytes B (Lane et 

al., 1983; Shirai et al., 1992) conduisant à des niveaux réduits d’anticorps spécifiques (De Milito 

et al., 2004; Opravil et al., 1991) ainsi qu’à un défaut de commutation de classe des 

immunoglobulines (Qiao et al., 2006) et à une augmentation de production d’auto-anticorps 

(Haynes et al., 2005; Shirai et al., 1992). Ces dérégulations contribuent à l’inefficacité des 

réponses humorales contre le virus. Enfin, l’hyperactivation des lymphocytes B entraîne une 

augmentation de la fréquence des tumeurs malignes associées aux lymphocytes B (Martínez-

Maza & Breen, 2002) et induit parallèlement le renouvellement, l’épuisement et l’apoptose de 

certaines de leurs sous-populations (J. Ho et al., 2006; Susan Moir et al., 2004, 2008; 

Samuelsson et al., 1997). 

Altérations des organes et tissus associées à la réponse immunitaire 

Le GALT, qui est le lieu d’activation et d’action du système immunitaire contre les agents 

pathogènes du tractus intestinal, subit de nombreux dommages dus au VIH-1. En effet, la 

primo-infection par ce virus entraine une déplétion importante des lymphocytes T CD4+ du 

GALT (Jason M. Brenchley et al., 2004; Mehandru et al., 2004; Ronald S. Veazey et al., 1998) 

dont ceux produisant de l’IL-17 et de l’IL-22 (J. M. Brenchley et al., 2008; N. R. Klatt et al., 

2012), cytokines nécessaires à la défense et au maintien de la barrière intestinale (Eyerich et 

al., 2010).  On observe également le dysfonctionnement, la prolifération anormale et la mort 

d’entérocytes (Buccigrossi et al., 2011; Canani et al., 2003; Nazli et al., 2010; Sankaran et al., 

2008). Ces évènements sont dus en partie à des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-

α qui engendrent l’apoptose des entérocytes et une perturbation des jonctions serrées (Nazli et 

al., 2010; Schmitz et al., 2002). L’ensemble de ces dérégulations induit une perte d’intégrité de 

la barrière intestinale entrainant une translocation microbienne importante (Nazli et al., 2010). 

Le passage chronique de produits microbiens dans la circulation sanguine provoque une 

activation immunitaire systémique persistante et une inflammation, même sous cART, associée 

à la progression de la maladie (Jason M. Brenchley et al., 2006; Nichole R. Klatt, Funderburg, 

et al., 2013; Kuller et al., 2008; Lichtfuss et al., 2011). 

Le VIH-1 induit également des dommages importants au thymus, lieu de maturation des 

lymphocytes T, en détruisant par cytolyse ou par apoptose les progéniteurs et les thymocytes et 

en perturbant l’architecture stromale thymique. Il en résulte une thymopoïèse défectueuse, 

l’apoptose des lymphocytes T CD4+ naïfs et une involution du thymus (Meissner et al., 2003; 

Ye et al., 2005). Une récupération du thymus peut survenir chez certains patients sous cART. 
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Cependant, les dommages thymiques importants entravent généralement la reconstitution 

immunitaire. 

 

Figure 2: Physiopathologie de l’infection par le VIH-1. (D’après Appay et al. (2008) J Pathol., Deeks 

et al. (2011) Annu Rev Med. et Hsu et al. (2013) AIDS Res Ther.) 

Les ganglions lymphatiques, lieu d’initiation, d’activation, de maintien et de survie 

homéostatique des lymphocytes T et B, sont également altérés par l’infection au VIH-1. La 
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primo-infection engendre une lymphadénopathie (Metroka et al., 1983) ainsi qu’une fibrose 

avec perte du réseau cellulaire fibroblastique réticulaire, détruisant progressivement 

l’architecture des ganglions lymphatiques (Schacker et al., 2002, 2006; Zeng et al., 2012). Ces 

modifications restreignent le drainage lymphatique et l’accès des lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

naïfs à des facteurs de survie entraînant leur déplétion progressive (Estes, 2013; Zeng et al., 

2012). À mesure que l’infection non traitée progresse et que la lymphopénie devient plus 

prononcée, les ganglions lymphatiques deviennent davantage fibreux et on observe leur 

involution (Biberfeld et al., 1987; Metroka et al., 1983). 

b. Activation immunitaire chronique et inflammation : causes et conséquences 

Contrairement à l’infection par le VIH-1 chez l’Homme et le SIV chez le macaque, l’infection 

par le SIV chez ses hôtes naturels (singes verts mangabeys et singes verts d’Afrique) est non 

pathogène et est associée à une absence d’activation immunitaire malgré une réplication virale 

élevée (Cumont et al., 2008; Silvestri et al., 2007). Cette activation immunitaire chronique a été 

montrée comme jouant un rôle majeur dans la pathogenèse de l’infection par le VIH-1 (V. 

Appay & Sauce, 2008; Hazenberg et al., 2003; P. Hunt, 2014; Lori, 2008) et le SIV (Bosinger 

et al., 2011; Manches & Bhardwaj, 2009) et est hautement prédictive de la progression de la 

maladie (Hazenberg et al., 2003; Utay & Hunt, 2016). Les causes et les conséquences néfastes 

de cette activation immunitaire et de cette inflammation sont complexes et multifactorielles 

(Figure 2).  

Au début de l’infection par le VIH-1, les cellules de la réponse immunitaire innée et adaptative 

sont activées directement par les protéines virales issues de la réplication du virus (Meier et al., 

2007; Merrill et al., 1989; J. K. Wang et al., 2000). Mais aussi par la présentation de peptides 

du VIH-1 par les cellules infectées (M R Betts et al., 2001) et par la destruction des lymphocytes 

T CD4+ par cytolyse, apoptose ou pyroptose (Doitsh et al., 2010, 2014). Les cellules détruites 

ou activées, libèrent alors de nombreuses cytokines en majorité pro-inflammatoires telles que 

le TNF-α, l’IFN-α, l’IL-1β et l’IL-6, et des chimiokines permettant d’activer et recruter les 

différents effecteurs de la réponse immunitaire aux différents foyers d’infection (Decrion et al., 

2005; C. Lee et al., 2003; Merrill et al., 1989; Stacey et al., 2009; S. Swingler et al., 1999). Les 

lymphocytes T CD4+ activés et recrutés deviennent alors de nouvelles cibles pour le VIH-1 qui 

initie une réplication intensive engendrant une nouvelle déplétion massive de ces cellules. 

D’autres cellules activées présentant un profil pro-inflammatoire sont recrutées, telles que les 

pDCs, les neutrophiles et les monocytes (Thieblemont et al., 1995; Weber et al., 2000). 

L’accumulation de ces cellules sécrétant des produits pro-inflammatoires et la diminution 
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concomitante des cellules qui régulent l’homéostasie épithéliale, telles que les lymphocytes T 

CD4+ produisant de l’IL-17 et de l’IL-22, compromettent progressivement l’intégrité des 

muqueuses (J. M. Brenchley et al., 2008; N. R. Klatt et al., 2012). Les dommages occasionnés 

au tissu lymphoïde associé à l’intestin provoquent une translocation chronique importante de 

produits microbiens de la lumière intestinale à la circulation sanguine (Jason M. Brenchley et 

al., 2006; Nichole R. Klatt, Funderburg, et al., 2013; Nazli et al., 2010). Ces produits microbiens 

(peptidoglycane, LPS, flagelline, ADN CpG) vont être détectés par des récepteurs de 

reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogènes (PRRs), présents à la surface 

des cellules du système immunitaire inné dont les monocytes, les macrophages et les DCs 

(Takeuchi & Akira, 2010). L’Activation de ces PRRs induit une cascade de signalisations 

entraînant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l’IFN-α, l’IFN-

β, l’IL-1β et l’IL-6 (Birx et al., 1990; Molina et al., 1989; Sandler & Douek, 2012; Takeuchi & 

Akira, 2010). Ces cytokines vont à leur tour contribuer à la persistance de l’inflammation et à 

l’activation immunitaire, même sous cART (Jason M. Brenchley et al., 2006; Nichole R. Klatt, 

Funderburg, et al., 2013; Kuller et al., 2008; Lichtfuss et al., 2011). Les produits microbiens 

transloqués passent par le foie et contribuent aux lésions hépatiques déjà induits par l’infection 

(Balagopal et al., 2009; A. L. French et al., 2013; Tuyama et al., 2010). Ceci engendre alors une 

altération de la synthèse de protéines hépatiques et de la clairance microbienne (Deeks et al., 

2013). Il en résulte une inflammation et une fibrose hépatique (Chamroonkul & Bansal, 2019) 

ainsi qu’une hypercoagulabilité pouvant induire des dysfonctionnements vasculaires et une 

multimorbidité (Deeks et al., 2013). 

La déplétion des lymphocytes T CD4+ couplée à l’environnement inflammatoire peuvent 

également entraîner une réactivation et limiter le contrôle immunitaire de virus en latence tels 

que le CMV et l’EBV (Doisne et al., 2004; M. Z. Smith et al., 2013), contribuant à la boucle 

d’activation chronique de la réponse immunitaire (V. Appay & Sauce, 2008; Sokoya et al., 

2017). De plus, l’environnement pro-inflammatoire chronique entraîne une suppression et/ou 

une dérégulation fonctionnelle des cellules du système immunitaire inné et adaptatif (Lane et 

al., 1983; Susan Moir & Fauci, 2009), et peut altérer la capacité de la moelle osseuse, du thymus 

et des ganglions lymphatiques à régénérer convenablement celui-ci (Estes et al., 2007; 

Marandin et al., 1996; Schacker et al., 2002; Zeng et al., 2012). La déplétion et le 

dysfonctionnement important des différents effecteurs de la réponse immunitaire 

compromettent la capacité de l’hôte à combattre diverses infections et cancers (Bandera et al., 
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2018; Operskalski & Kovacs, 2011). Ces maladies contribuent à leur tour à l’inflammation et à 

l’activation chronique de la réponse immunitaire. 

L’ensemble de ces événements inflammatoires favorisent des niveaux accrus de réplication 

virale conduisant à un cercle vicieux dans lequel l’infection stimule l’activation et l’activation 

stimule l’infection (V. Appay & Sauce, 2008). 

Avec le temps, cette inflammation et cette activation persistante, même sous cART (M. A. 

French et al., 2009; P. W. Hunt et al., 2003; Neuhaus et al., 2010), conduisent à l’épuisement 

de la réponse immunitaire (Victor Appay et al., 2007; P. W. Hunt, 2012). En effet, la stimulation 

antigénique répétée des cellules entraîne un épuisement irréversible de leur fonction effectrice 

et de leur capacité réplicative, associée à une augmentation d’expression de marqueurs 

spécifiques à ces évènements (Jason M. Brenchley et al., 2003; Day et al., 2006; Papagno et al., 

2004; Peretz et al., 2012). Ces processus ressemblent au phénomène d’immunosénescence 

observé lors du vieillissement cellulaire. Les cytokines pro-inflammatoires TNF-α, IFN-α, IL-

1β et IL-6 produites au cours de la phase chronique de l’infection par le VIH-1 jouent un rôle 

majeur dans ce phénomène (Victor Appay & Rowland-Jones, 2002; Bruunsgaard et al., 2001; 

HY et al., 2001). De plus, le renouvellement exacerbée du pool de lymphocytes T, dans le but 

de reconstituer le compartiment lymphoïde appauvri au cours de l’infection par le VIH-1, induit 

une accumulation de cellules T vieillissantes et une perte de capacité régénérative du système 

immunitaire, ce qui contribue au final à son vieillissement prématuré (Papagno et al., 2004; 

Sauce et al., 2011; Schacker et al., 2006). Finalement, l’épuisement et la sénescence du système 

immunitaire dû à sa suractivation contribuent, même sous cART, à augmenter le risque de 

maladies graves non associées au SIDA. Les individus séropositifs sont donc plus susceptibles 

de développer des maladies, notamment cardiovasculaires (Kaplan et al., 2011; Nou et al., 

2016), rénales (Islam et al., 2012), hépatiques (Kaspar & Sterling, 2017) et des cancers 

(Bandera et al., 2018) entraînant toujours plus d’inflammation. 

D. Contrôle de l’infection et stratégies thérapeutiques 

La pathogenèse induite par le VIH-1 a rapidement poussé les recherches vers des thérapies 

visant à diminuer la charge virale et à restaurer la fonction immunitaire de façon quantitative et 

qualitative. La découverte des traitements antirétroviraux a permis cette prouesse contribuant à 

prolonger considérablement la durée et la qualité de vie des personnes vivant avec le VIH-1. 

Néanmoins, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires, cellulaires et viraux 

survenant chez les individus contrôlant naturellement l’infection et lors de l’établissement des 
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réservoirs viraux latents, reste nécessaire pour l’identification de nouvelles stratégies 

thérapeutiques qui puissent permettre une rémission durable ou une guérison totale du VIH-1. 

a. Les traitements antirétroviraux : contrôle induit du VIH-1 

Le VIH-1 appartient à la famille des Retroviridae, par conséquent ce virus est capable d’intégrer 

son ADN dans le génome de la cellule afin d’initier sa réplication. Après avoir pénétré dans la 

cellule, l’ARN viral simple brin du VIH-1 est rétrotranscrit en ADN par la transcriptase inverse 

et intégré à l’ADN de l’hôte par l’intégrase. Le VIH-1 profite alors de la machinerie 

transcriptionnelle de l’hôte pour se répliquer et produire ses protéines. Les protéines virales 

sont ensuite clivées par la protéase virale, et les virions matures sont libérés (Pasternak et al., 

2013). Chacune de ces étapes est désormais bloquée grâce à des traitements antirétroviraux 

ciblés permettant : l’inhibition de l’entrée du virus grâce à des inhibiteurs d’attachement et de 

fusion ; l’inhibition de la transcription avec des inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques 

(INTIs) et non nucléosidiques (INNTIs) de la transcriptase inverse ; l’inhibition de l’intégration 

par des inhibiteurs de l’intégrase (INIs) et de la maturation des virions avec les inhibiteurs de 

l’aspartyl protéase virale (IP) (Engelman & Cherepanov, 2012) (Figure 3). 

 

Figure 3: Etapes d’infection de la cellule hôte par le VIH-1 et mécanisme d’action des traitements 

antirétroviraux. (D’après Deeks et al. (2015) Nat. Rev. Dis. Primers) 
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La thérapie antirétrovirale combinée (cART) reste à ce jour la thérapie la plus efficace contre 

le VIH-1. Elle comporte généralement deux INTIs combinés à un troisième agent tel qu’un INI, 

un INNTI ou un IP boosté (Cihlar & Fordyce, 2016). Cette thérapie combinée associant 

plusieurs inhibiteurs ciblant différentes enzymes virales permet depuis plus de deux décennies 

de contrôler la charge virale plasmatique en dessous des seuils de détection (< 50 copies d’ARN 

viral/ml) (Autran et al., 1997). Ce contrôle virologique est associé à une réduction de la 

transmission du virus (M. S. Cohen & Gay, 2010) et une amélioration de la fonction 

immunitaire avec une restauration importante mais non totale du nombre de lymphocytes T 

CD4+ (Autran et al., 1997; Lederman, 2001). On observe également chez ces patients sous 

cART une réduction de nouveaux cas de SIDA (D’Arminio Monforte et al., 2005; Vittinghoff 

et al., 1999) et une réduction de morbidité et de mortalité liées au SIDA (Battegay et al., 2006; 

Palella et al., 1998; Vittinghoff et al., 1999). Néanmoins, la trithérapie est imparfaite et ne 

permet pas de contracter totalement l’activation immunitaire et l’inflammation destructrices 

induites par l’infection au VIH-1 (P. Hunt, 2014; Nichole R. Klatt, Funderburg, et al., 2013). 

La fonction du système immunitaire n’est donc pas restaurée de façon optimale et on assiste 

peu à peu à son épuisement (Victor Appay et al., 2007; P. W. Hunt, 2012; Lichtfuss et al., 2011; 

Schacker et al., 2006). Les traitements antirétroviraux sont également associés à des effets 

indésirables à court et long terme, principalement en présence de comorbidités (Carr & Cooper, 

2000; Reisler et al., 2003). Des complications cardiovasculaires (Kaplan et al., 2011; Nou et 

al., 2016), rénales (Islam et al., 2012), hépatiques (Kaspar & Sterling, 2017), métaboliques 

(Carr et al., 1999; S. Kumar & Samaras, 2018), neurocognitives (Saylor et al., 2016), osseuses 

(Ahmad et al., 2017) et malignes (Bandera et al., 2018) résultent également de l’infection aux 

VIH-1. Malgré la cART, les personnes sous traitements présentant des comorbidités ont alors 

un risques plus important de mourir de ces maladies non associées au SIDA comparées aux 

personnes séronégatives (Hsu et al., 2013; Palella et al., 2006).  

Malheureusement, l’élimination du VIH-1 grâce à la cART reste à ce jour impossible en raison 

du pool de cellules réservoirs infectées de manière latente résistantes ou non accessibles aux 

antirétroviraux. L’apparition de mutants résistant à la cART (Clavel & Hance, 2004), en 

particulier si l’observance est mauvaise, et l’arrêt du traitement induisent presque toujours un 

rebond viral en quelques semaines (Davey et al., 1999). Cependant, l’initiation de la trithérapie 

rapidement au cours de la primo-infection par le VIH-1 peut limiter la diversification des virus 

et la taille du réservoir, mais aussi préserver d’avantage la fonction immunitaire, minimiser les 

complications liées au VIH-1 et empêcher la transmission du virus grâce à la diminution de la 
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charge virale (Ananworanich et al., 2015, 2016; Crowell et al., 2016; Hocqueloux et al., 2013; 

Susan Moir et al., 2010; Ndhlovu et al., 2019; Oxenius et al., 2000). De plus, l’initiation précoce 

de la cART augmente la probabilité d’obtenir une rémission durable après interruption du 

traitement. Ce phénomène fut initialement décrit pour les contrôleurs post-traitement (PTCs) 

de la cohorte française VISCONTI (Viro-Immunological Sustained CONtrol after Treatment 

Interruption) (Frange et al., 2016; Sáez-Cirión et al., 2013). Ces patients ainsi que les patients 

contrôleurs naturels du VIH-1 (HICs) sont très étudiés puisqu’ils maintiennent une charge virale 

indétectable en l’absence de traitement (Saez-Cirion et al., 2014). 

b. Les contrôleurs naturels et contrôleurs post-traitement du VIH-1 

Comme indiqué précédemment, certaines rares personnes vivant avec le VIH-1 ont la capacité 

de maintenir une charge virale ARN indétectable pendant plusieurs années sans signes de 

progression vers la maladie. Parmi ces personnes certaines ont la capacité de contrôler 

l’infection chronique à long terme en l’absence de traitement, les contrôleurs du VIH (HICs) et 

d’autre après arrêt d’un traitement initié très précocement lors de l’infection, les contrôleurs 

post-traitement (PTCs) (Figure 4).  

Les patients contrôleurs du VIH-1 

Les patients contrôleurs du VIH-1 ou « HIV controllers » (HICs) font partie des patients non-

progresseurs ou asymptomatiques à long terme du VIH-1 (LTNPs). Les LTNPs représentent 

environ 10% des personnes séropositives et ont la capacité de maintenir un taux de lymphocytes 

T CD4+ normal et stable, généralement pendant plus de 10 ans et cela en l’absence de traitement 

(Barker et al., 1998; S. P. Buchbinder et al., 1994; Y. Cao et al., 1995). Les LTNPs forment une 

population hétérogène, présentant des taux variables, généralement bas, de réplication virale et 

dont la majorité finit par progresser vers le stade SIDA après de longues années (Lefrère et al., 

1997). Néanmoins, une faible partie d’entre eux, les HICs, qui représentent moins d’1% des 

personnes vivant avec le VIH-1, montrent un contrôle spontané très efficace à long terme de la 

réplication virale (Lambotte et al., 2005; Okulicz et al., 2009). En effet, les HICs présentent des 

charges virales de moins de 400 copies d’ARN par ml dans 90% de leurs mesures plasmatiques 

après plus de 5 ans de séroconversion et possèdent également de petits réservoirs viraux au vu 

de la faible charge d’ADN VIH-1 retrouvée dans leurs cellules (Lambotte et al., 2005; Noel et 

al., 2015). Bien que les HICs contrôlent l’infection par le VIH-1, un faible niveau de réplication 

peut tout de même être détecté en utilisant des techniques ultrasensibles (Hatano et al., 2009). 

Des sursauts de réplication à bas bruits ou « blips » contribuent à une activation immunitaire 
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chronique pouvant être associée à la perte de lymphocytes T CD4+ (Boufassa et al., 2011; P. 

W. Hunt et al., 2008; Noel et al., 2014; Pereyra et al., 2009) mais aussi aux complications 

cardiovasculaires (Hsue et al., 2009; Pereyra et al., 2012) observées chez ces patients. 

Néanmoins, cette réplication à bas bruit pourrait servir de stimulus nécessaire au maintien de la 

puissante réponse immunitaire anti-VIH-1 des HICs. En effet, les lymphocytes T CD4+ des 

HICs montrent une avidité, une spécificité et une polyfonctionnalité importante contre le VIH-

1 (Vingert et al., 2010). Leurs lymphocytes T CD4+ sont également moins sensibles à l’infection 

par le VIH-1 (H. Chen et al., 2011) et présentent une persistance de leurs sous-populations 

centrales mémoires (Potter et al., 2007). Les lymphocytes T CD8+ des HICs présentent quant à 

eux une forte capacité proliférative en présence de peptides du VIH-1 (Sáez-Cirión et al., 2007) 

ainsi qu’une polyfonctionnalité importante (Michael R. Betts et al., 2006) et une puissante et 

spécifique cytotoxicité envers les lymphocytes T CD4+ infectés (Hersperger et al., 2010; 

Stephen A. Migueles et al., 2002; Sáez-Cirión et al., 2007, 2009). Une étude récente indique 

que les lymphocytes T CD8+ mémoires des HICs présentent des ressources métaboliques plus 

diversifiées, non dépendante du glucose contrairement à ceux des non-contrôleurs du VIH-1, 

améliorant à la fois leur potentiel de survie et leur capacité à développer des fonctions 

effectrices contre le VIH-1 (Angin et al., 2019). Deux autres nouvelles études, dans le modèle 

macaque d’infection par le SIV et chez l’Homme, indiquent que l’aptitude des contrôleurs à 

contenir l’infection résulterait de la capacité de leurs lymphocytes T CD8+ mémoires 

spécifiques du virus à régénérer de nouvelles cellules face aux stimulations répétées du VIH et 

du SIV (Passaes et al., 2020; Rutishauser et al., 2020). Les HICs disposent aussi d’une 

proportion importante de sous-populations de lymphocytes T CD8+ activés (HLA-DR+/CD38+) 

(P. W. Hunt et al., 2008) et un patrimoine génétique enrichi en allèles HLA-B*57 et -B*27 (den 

Uyl et al., 2004; Zaunders & Van Bockel, 2013). Cependant, la présence de ces allèles dits 

« protecteurs », n’est ni suffisante, ni nécessaire, pour maîtriser l’infection (Sáez-Cirión & 

Pancino, 2013; Thèze et al., 2011). Enfin, les HICs ont des cDCs faiblement permissives à 

l’infection par le VIH-1 (Hamimi et al., 2016; Martin-Gayo et al., 2015) et qui possèdent une 

forte capacité de présentation antigénique (J. Huang et al., 2010; Martin-Gayo et al., 2015, 

2018). L’expression de certains récepteurs immunomodulateurs appartenant à la famille des 

leukocyte immunoglobulin-like receptors (LILRs) est capable d’affecter cette dernière capacité 

(Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; J. Huang et al., 2010). Ce profil fonctionnel unique des 

cDCs pourrait jouer un rôle dans le contrôle de la virémie en induisant des réponses 

immunitaires adaptatives efficaces (Martin-Gayo & Yu, 2019). 
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Les patients contrôleurs post-traitement du VIH-1 

La présence de réservoirs viraux chez les individus infectés par le VIH-1 engendre, presque 

inéluctablement, un rebond de la charge virale dès l’interruption des traitements antirétroviraux 

(Colby et al., 2018; J. Z. Li et al., 2016; Pannus et al., 2020). Cependant, 2 à 15% des individus 

séropositifs pour le VIH-1 présentent une rémission prolongée après arrêt des traitements 

(Etemad et al., 2019). Ces patients, nommés contrôleurs post-traitements (PTCs), ont pour 

particularité d’avoir initié un traitement antirétroviral précocement lors de la primo-infection 

(Fidler et al., 2017; Cécile Goujard et al., 2012; Hocqueloux et al., 2010; Namazi et al., 2018; 

Sáez-Cirión et al., 2013). Néanmoins quelques PTCs peuvent être retrouvés parmi les individus 

ayant initié les traitements en phase chronique de l’infection (Namazi et al., 2018; Perkins et 

al., 2017). Bien que le virus persiste sous forme de réservoir il n’y a pas, suite à l’arrêt des 

traitements, de reprise active de la réplication virale pendant un temps chez ces individus. Le 

devenir des PTCs est très hétérogène, certains individus perdent le contrôle en un an et d’autres 

conservent une suppression virale pendant plus de 10 ans (Etemad et al., 2019; Namazi et al., 

2018; Sáez-Cirión et al., 2013). La question de la durée optimale d’initiation et d’arrêt du 

traitement afin d’obtenir ce contrôle post-traitement fait l’objet de nombreuses recherches. 

 

Figure 4: Schéma des variations hypothétiques des principaux paramètres sanguins au cours de 

l’infection, par le VIH-1 ou le SIV, contrôlée et non contrôlée. (D’après Saez-Cirion et al. (2014) 

Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci.). Contrôleurs du VIH-1 (HIC, bleu) ; contrôleurs post-traitement 

(PTC, orange) ; infections SIV non pathogènes des hôtes naturels (INP, vert) ; progresseurs virémiques 

(rouge). Le surlignage orange sur les courbes PTC indique la période d’initiation du cART. La ligne 

pointillée indique les niveaux hypothétiques d’inflammation. 

Bien qu’au final les PTCs soient capables de contrôler l’infection sans cART, ces individus 

diffèrent des HICs sur de nombreux aspects. Contrairement aux HICs, les PTCs présentent 

fréquemment une primo-infection symptomatique avec des charges virales plus élevées et un 

nombre de lymphocytes T CD4+ plus faible que la normale, comparables à ceux des 
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progresseurs (Sáez-Cirión et al., 2013). De plus, la réponse cytotoxique des lymphocytes T 

CD8+ spécifiques du VIH-1 est plus faible chez les PTCs par rapport aux HICs et aux individus 

virémiques (Frange et al., 2016; Sáez-Cirión et al., 2013; Salgado et al., 2011). Les niveaux 

d’activation des lymphocytes T CD8+ sont également plus bas pour les PTCs comparés aux 

HICs (Sáez-Cirión et al., 2013). Enfin, les PTCs ne portent pas d’allèles HLA-I dits 

« protecteurs » mais plutôt des allèles « neutres » ou « à haut risque » à l’inverse des HICs 

(Maggiolo et al., 2018; Sáez-Cirión et al., 2013). Cependant, tout comme les HICs, les PTCs 

semblent présenter de faibles réservoirs viraux (Sáez-Cirión et al., 2013). 

Ces données suggèrent que le mécanisme de contrôle viral observé chez les PTCs est distinct 

de ceux rapportés chez les contrôleurs du VIH-1 et qu’une rémission après arrêt de traitement 

est possible (Saez-Cirion et al., 2014). D’avantage de recherches devront être menées afin 

d’identifier les divers facteurs liés au virus, à l’hôte et au système immunitaire contribuant au 

contrôle spontané ou post-traitement du VIH-1 chez ces individus. 

c. Stratégies thérapeutiques contre la persistance du VIH-1 

Plusieurs mécanismes semblent être impliqués dans la persistance des réservoirs du VIH-1 chez 

les personnes sous cART. Parmi eux, on retrouve notamment la stabilité intrinsèque (Siliciano 

et al., 2003) et la prolifération homéostatique des lymphocytes T CD4+ infectés de manière 

latente (Chomont et al., 2009). Mais aussi, la persistance du VIH-1 dans les divers 

compartiments tissulaires (Cory et al., 2013) avec la présence de sanctuaire viraux où le VIH-

1 continue de se répliquer à bas bruit, en raison d’une pénétration tissulaire insuffisante des 

antirétroviraux, constituant de nouveaux réservoirs de cellules infectées (Chun et al., 2005; 

Fletcher et al., 2014). Et enfin, la persistance du VIH-1 résulte également de l’inefficacité du 

système immunitaire, altéré par l’infection, à éliminer ces réservoirs viraux (Nichole R. Klatt, 

Chomont, et al., 2013). 

Des stratégies ont été mises en place pour diminuer, voire éradiquer le réservoir latent. 

L’initiation précoce de traitements antirétroviraux lors de la primo-infection semblerait réduire 

la taille de ce réservoir (Buzon et al., 2014; Crowell et al., 2016; Hocqueloux et al., 2013). La 

stratégie « shock/kick and kill » quant à elle vise à réactiver la production de virions dans les 

cellules en infection latente afin d’induire leur lyse par effet cytopathique ou par reconnaissance 

et clairance par le système immunitaire (Ndung’u et al., 2019). Cette stratégie visant une cure 

total du VIH-1 est pour le moment infructueuse et doit être absolument associée à des 

traitements permettant d’améliorer l’élimination des cellules infectées et des virions par le 
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système immunitaire (Margolis et al., 2016; Thorlund et al., 2017). D’autres stratégies ont été 

mises en place afin de restaurer et/ou améliorer les réponses immunitaires contre le VIH-1 dans 

le but d’une rémission fonctionnelle durable. Celles-ci comprennent l’immunothérapie active 

avec la vaccination et le blocage de récepteurs inhibiteurs des réponses immunitaires tel que 

PD-1 et CTLA-4, l’immunothérapie passive avec l’utilisation d’anticorps neutralisants, la 

thérapie génique pour rendre les cellules non permissives à l’infection ou l’édition du génome, 

à l’aide de la technologie CRISPR/Cas9, pour exciser le provirus et enfin la stratégie de « block 

and lock » visant à induire un état de latence irréversible (Cillo & Mellors, 2016; Elsheikh et 

al., 2019; Xiao et al., 2019). Parmi ces travaux, des études de Nishimura et al. ont démontré 

que l’administration précoce (J+3, J+15 post-infection) d’anticorps neutralisants dans un 

modèle macaque d’infection par un virus recombinant SIV/HIV (SHIV), est associée à 

l’établissement d’une puissante immunité médiée par les lymphocytes T CD8+ capable de 

supprimer durablement la réplication virale et d’établir un contrôle de l’infection à long terme 

chez certains macaques (Nishimura et al., 2017, 2020). Mise à part ces deux études 

prometteuses, les autres stratégies d’immunothérapie active et passive sont pour le moment 

infructueuses et nécessitent de plus amples investigations.  

Afin d’optimiser ces stratégies de nombreuses recherches visent à identifier des marqueurs 

permettant de cibler spécifiquement les cellules infectées de manière latente par le VIH-1. A 

cet égard, Descours et al. ont identifié le CD32a, un récepteur de faible affinité pour la partie 

Fc des immunoglobulines, comme étant le marqueur spécifique de réservoirs latents compétents 

au sein des lymphocytes T CD4+ quiescents (Descours et al., 2017). En effet, chez des patients 

sous cART, la quantification de la charge d’ADN virale dans cette sous-population a montré 

un enrichissement important de provirus qui, une fois sous stimulation, sont capables de 

produire des virions infectieux. Néanmoins, seul Darcis et al. ont pu confirmer ces résultats 

(Darcis et al., 2020), parmi l’ensemble des études réalisées ultérieurement par d’autres équipes 

de recherche (Abdel-Mohsen et al., 2018; Badia et al., 2018; Bertagnolli et al., 2018; G. E. 

Martin et al., 2018; Osuna et al., 2018; Pérez et al., 2018; Wittner et al., 2017). D’autres 

marqueurs tels que des récepteurs de point de contrôle de l’immunité, des marqueurs 

d’activation, de prolifération, des membres de la familles des facteurs de nécrose tumorale mais 

aussi des marqueurs d’adhésion et de migration cellulaire présentent une expression associée à 

des cellules enrichies en ADN du VIH-1 et semblent être des pistes potentielles pour cibler le 

réservoir latent (Darcis et al., 2019; Fromentin et al., 2016; Ndung’u et al., 2019). 



Introduction 
 

 42 

II. Les récepteurs immunomodulateurs de la famille des LILRs 

L’homéostasie de notre système immunitaire repose sur une combinaison complexe de signaux 

activateurs et inhibiteurs provenant de l’engagement de récepteurs, à la surface des cellules 

immunitaire, avec leurs ligands. On retrouve sur une même cellule des récepteurs activateurs et 

des récepteurs inhibiteurs dont les niveaux d’activation maintiennent l’équilibre fonctionnel de 

la cellule. En effet, en cas d’infection, les récepteurs activateurs induisent une activation 

puissante de la cellule immunitaire et les récepteurs inhibiteurs évitent une réponse excessive 

de celle-ci. En outre, les récepteurs inhibiteurs jouent un rôle important dans les mécanismes 

conduisant à la résolution de l’inflammation et au retour à l’état basal des réponses immunitaires 

lorsque les pathogènes sont éliminés. Leur capacité inhibitrice leur permet également de 

maintenir un contrôle constant des réponses immunitaires, prévenant ainsi l’induction d’auto-

immunité. Ces récepteurs inhibiteurs sont nommés « immune checkpoints » puisqu’ils 

fonctionnent comme des points de contrôle du système immunitaire (Granier et al., 2017). Les 

leukocyte immunoglobulin-like receptors (LILRs) aussi connus sous le nom de Ig-like transcrits 

(ILTs) ou récepteurs de la famille CD85 comprennent des récepteurs inhibiteurs et activateurs, 

majoritairement retrouvés sur les cellules de la lignée myéloïde. Les LILRs jouent un rôle 

important dans la modulation des réponses immunitaires innée et adaptative (D. Brown et al., 

2004). De par leur fonction immunomodulatrice, les LILRs inhibiteurs constituent des cibles 

de choix pour les mécanismes d’échappement au système immunitaire de nombreux 

pathogènes. Leur implication dans de nombreuses maladies, notamment dans l’infection par le 

VIH-1, est désormais bien connue et pousse les recherches vers une meilleure compréhension 

des mécanismes de régulation immunitaire médiée par ces récepteurs (Anderson & Allen, 2009; 

Hudson & Allen, 2016; Kang et al., 2015; M. Lichterfeld & Yu, 2012; J. Zhang et al., 2017). 

A. Organisation génétique, structurale et fonctionnelle des LILRs 

a. LILRs membranaires et solubles et fonctions immunomodulatrices 

Les Leukocytes Immunoglobulin-Like Receptors, sont une famille multigénique dont les loci 

sont localisés dans la région q13.4 du chromosome 19 au sein du complexe de récepteurs des 

leucocytes (LRC) (Barrow & Trowsdale, 2008; Volz et al., 2001; Wilson et al., 2000). Cette 

famille se composent chez l’Homme de 2 pseudogènes et de 11 gènes fonctionnels codant pour 

10 récepteurs membranaires et un récepteur soluble (Hirayasu & Arase, 2015) (Figure 5). Les 

LILRs présentent un polymorphisme génétique important et la variation du nombre de copies 
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des gènes contribue à la diversité au sein de cette famille multigénique (Bashirova, Apps, et al., 

2014; Chih Chao Chang et al., 2008; Davidson et al., 2010; Hirayasu et al., 2008; López-

Álvarez et al., 2014). 

 

Figure 5: Schéma représentant les récepteurs de la famille LILR chez l’humain et leur profil 

d’expression par les cellules immunitaires. L’expression des différents LILRs par les cellules 

immunitaires est représentée en bleu. L’expression des LILRs par des sous-populations de cellules 

immunitaires est indiquée par des hachures. 

Les LILRs membranaires, majoritairement exprimés par les cellules de la lignée myéloïde (J. 

Zhang et al., 2017), sont composés d’une partie extracellulaire qui interagit avec leurs ligands, 

d’un domaine transmembranaire et d’une partie intracellulaire impliqués dans la signalisation 

du récepteur (Anderson & Allen, 2009; D. Brown et al., 2004) (Figure 5). On retrouve 

également un LILR qui n’existe que sous forme soluble (LILRA3) et qui ne contient que la 

partie extracellulaire du récepteur. Les LILRs appartiennent à la superfamille des 

immunoglobulines, leurs parties extracellulaires sont composée de 2 à 4 domaines de type 

immunoglobuline présentant de fortes homologies de séquences entre membres de cette famille 

(Borges et al., 1997). Les domaines transmembranaires et intracytoplasmiques en revanche, 

présentent des différences suffisamment importante et permettent de répartir les 10 récepteurs 

LILRs membranaires en 2 groupes fonctionnels distincts selon leur capacité de signalisation. 
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On retrouve ainsi cinq LILRs activateurs (LILRA1, A2, A4-A6) et cinq LILRs inhibiteurs 

(LILRB1-B5) (D. Brown et al., 2004; Hirayasu & Arase, 2018) (Figure 5). 

Les LILRA possèdent une partie intracytoplasmique courte qui ne permet pas la transduction 

d’un signal. Néanmoins, leur domaine transmembranaire contient un résidu d’arginine chargé 

positivement capable de s’associer avec une protéine adaptatrice telle que le FcεRIγ portant un 

immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) dans sa partie intracellulaire 

(Nakajima et al., 1999). Les ITAMs sont des séquences peptidiques conservées composées du 

motif YxxL/Ix6-8YxxL/I qui est à l’origine du signal activateur induit par les LILRA (Kang et 

al., 2015). La liaison du ligand au récepteur LILRA induit la phosphorylation des résidus 

tyrosines de l’ITAM du FcεRIγ par des tyrosines kinases Src. Par la suite, les tyrosines kinases 

Syk pour les cellules myéloïdes et ZAP-70 pour les cellules lymphoïdes, sont recrutées et 

activées, entrainant une cascade de signalisations impliquant notamment les voies calciques, 

NF-κB et MAPKs. Ceci aboutit à l’activation de la cellule immunitaire (Ivashkiv, 2009; Van 

der Touw et al., 2017) (Figure 6). 

 

Figure 6: Modèle des mécanismes de signalisations des LILRs. (D’après van der Touw et al. (2017) 

Cancer Immunol Immunother.) 

Les LILRB quant à eux, ne présentent pas de résidu chargé dans leur domaine 

transmembranaire mais possèdent une longue partie intracytoplasmique portant deux à quatre 

Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) (Kang et al., 2015). Les ITIMs sont 

à l’origine du signal inhibiteur produit par les LILRB et sont formés, de façon similaire aux 
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ITAMs, d’une séquence peptidique conservée (S/I/V/LxYxxI/V/L). L’interaction du récepteur 

LILRB avec son ligand induit le changement de sa conformation entraînant la phosphorylation 

des tyrosines de ses ITIMs par des tyrosines kinases Src. Les phosphatases SHP-1 et SHP-2 

sont alors recrutées et se lient, via leurs domaines SH2, aux ITIMs du récepteur. La cascade de 

signalisations inhibitrices qui en découle est encore mal connue mais impliquerait la 

déphosphorylation par ces phosphatases des ITAMs et de nombreuses kinases telles que Src, 

Syk et ZAP-70 ainsi que d’autres facteurs jouant un rôle clé dans l’activation cellulaire (Kang 

et al., 2015) (Figure 6). 

b. Les ligands des LILRs 

Les LILRs présentent divers profils d’interactions avec des ligands membranaires et/ou solubles 

dont l’affinité et la spécificité diffèrent pour chacun des récepteurs (Burshtyn & Morcos, 2016).  

À ce jour, il a été démontré que cinq LILRs (LILRA1, A3, B1, B2 et B5) se lient aux protéines 

du complexe majeur d’histocompatibilité humaine de classe I ou HLA-I (Burshtyn & Morcos, 

2016). LILRB1 et LILRB2 peuvent reconnaître l’ensemble des molécules HLA-I classiques 

(HLA-A, -B et -C) et une partie des HLA-I non classiques (HLA-F et -G) (Jones et al., 2011; 

Lepin et al., 2000; Navarro et al., 1999; Shiroishi et al., 2006). Des études structurales ont 

permis la caractérisation détaillée de l’interaction de LILRB1 et LILRB2 avec des HLA-I 

(Shiroishi et al., 2006; Q. Wang et al., 2019; Willcox et al., 2003). Ainsi, il a été montré que 

ces deux récepteurs interagissent via leur domaine D1 avec le domaine α3 de la chaine lourde 

de la molécule HLA-I alors que leur domaine D1 et D2 interagissent avec la sous-unité β2-

microglobuline (β2m) (Figure 7). 

Il est important de noter que LILRB2 a une interface d’interaction plus grande avec le domaine 

α3, tandis que LILRB1 dépend fortement de l’interaction avec la β2m pour former un complexe 

stable. Par conséquent, LILRB2 peut interagir avec la chaine lourde de HLA-I associée ou non 

à la β2m alors que LILRB1 se lie exclusivement avec les complexes de HLA-I associés à la 

β2m (Jones et al., 2011; Shiroishi et al., 2006). LILRB1 et LILRB2 peuvent reconnaitre leurs 

ligands HLA-I via des interactions en trans (cellule-cellule) ou en cis sur la même cellule mais 

également reconnaître les formes solubles de HLA-I (Held & Mariuzza, 2008; N. L. Li et al., 

2013; Q. Wang et al., 2019) (Figure 7). LILRA1 et A3 présentent quant à eux, une spécificité 

plus restreinte pour la chaine lourde de certains HLA-I classiques (Allen et al., 2001; Jones et 

al., 2011; Z. Zhang et al., 2015). LILRA1 et A3 sont également capables d’interagir avec des 
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HLA-I associés à la β2m mais avec une affinité plus faible comparée à LILRB1 et B2 (Allen et 

al., 2001; Ryu et al., 2011). 

Figure 7: Modèle d’interaction de LILRB1 et LILRB2 avec leurs ligands du CMH-I. (D’après 

Lichterfeld and Yu (2012) J Leukoc Biol. et Wang et al. (2019) Cellular & Molecular Immunology.) 

Les LILRs présentent des niveaux d’affinités différents selon la séquence allélique du HLA-I. 

Ce phénomène serait dû à la présence de motifs d’acides aminés spécifiques au site d’interaction 

avec les LILRs (Jones et al., 2011). Cette liaison serait également influencée par la séquence 

du peptide présenté par le HLA-I (Mathias Lichterfeld et al., 2007). 

D’autres ligands non-HLA-I interagissent avec LILRB1 et LILRB2 (Burshtyn & Morcos, 

2016). On retrouve pour LILRB1, les protéines de liaison au calcium S100A8 et S100A9 

(Arnold et al., 2013), des ligands provenant de virus tels que le cytomégalovirus (Cosman et 

al., 1997) et le DENV (Chan et al., 2014) et enfin la protéine RIFIN du parasite Plasmodium 

falciparum (Saito et al., 2017). LILRB1 ainsi que LILRB3, sembleraient interagir avec la 

bactérie Staphylococcus aureus et LILRB1 se lierait également à Escherichia coli (Nakayama 

et al., 2007). Pour LILRB2 ont été identifiés comme autres ligands, les protéines CD1c et CD1d 

(D. Li et al., 2009, 2012), des protéines de type angiopoïétine (M. Deng et al., 2014; Zheng et 

al., 2012), des protéines β-amyloïde oligomères (T. Kim et al., 2013), et des protéines de la 

myéline ou associées à la myéline (dans le cas de PIR-B) (Atwal et al., 2008) (Figure 8).  

LILRB4 interagit avec l’apolipoprotéine E (M. Deng et al., 2018). LILRA2 quant à lui, peut se 

lier aux immunoglobulines clivées par des protéases bactériennes et induire une réponse 

cellulaire antibactérienne (Hirayasu et al., 2016). Enfin LILRA4, qui est exclusivement exprimé 

par les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs), interagit avec le facteur de restriction viral 
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Tetherin aussi appelé CD317 ou BST2 (bone marrow stromal cell antigen 2) (W. Cao et al., 

2009) (Figure 8).  

A ce jour, aucun ligand pour LILRA5, A6 et B5 n’a pu être identifié. Néanmoins, de futures 

recherches devraient permettre de découvrir pour ces récepteurs, ainsi que pour l’ensemble des 

LILRs, de nouveaux ligands endogènes et exogènes et leurs possibles rôles physiologiques et 

pathogéniques. 

 

Figure 8: Ligands des LILRs. (D’après Burshtyn et al. (2016) J Immunol., Hirayasu et al. (2016) Nat 

Microbiol.) et Zhang et al. (2017) J Leukoc Biol.). Schéma représentant les interactions connues des 

LILRs avec leurs ligands. Les lignes pointillées des chaînes lourdes libres du CMH-I (FHC) et du HLA-

B27 indiquent leur conformation α1 et α2 modifiée par rapport au complexe complet. Les étiquettes des 

récepteurs ne sont pas précédées de « LILR » pour la clarté de la figure. 

c. Homologues des récepteurs LILRs dans les modèles murins et simiens 

Des homologues des LILRs sont retrouvés dans plusieurs espèces de mammifères et des 

familles de récepteurs apparentées existent chez les marsupiaux et de façon plus éloignée chez 

les oiseaux, les grenouilles et peut-être même les poissons (Dennis et al., 2000; Hogan et al., 

2012; Nikolaidis et al., 2005; Truong et al., 2019; Volz et al., 2001). 

Des homologues des LILRs humains ont également été identifiés chez la souris et nommés 

récepteurs PIRs pour « paired immunoglobulin-like receptors » (Hayami et al., 1997; 

Kubagawa et al., 1997). Les PIRs présentent des similitudes avec les LILRs, notamment au 
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niveau de leur localisation génomique, de leur homologie de séquence, de leurs ligands du 

CMH-I, de leur mode de signalisation et enfin de leur fonction (Kubagawa et al., 1999; A. M. 

Martin et al., 2002; Takai, 2004, 2005a, 2005b; Van der Touw et al., 2017). Cependant, il existe 

certaines différences dans la structure et la distribution tissulaire des PIRs par rapport à celles 

des LILRs. De plus, ces récepteurs diffèrent fortement des LILRs par la faible diversité de leurs 

gènes. En effet, la souris ne présente qu’un récepteur activateur (PIR-A) et qu’un récepteur 

inhibiteur (PIR-B) qui ne peuvent rendre compte de la complexité et de la diversité des 

régulations immunitaires pouvant être médiées par les onze récepteurs activateurs et inhibiteurs 

retrouvés chez l’Homme (A. M. Martin et al., 2002). Enfin, la partie extracellulaire des PIRs 

est composée de six domaines (D1-D6) de type immunoglobuline (Ig), contrairement aux 

LILRs qui n’en possèdent que deux à quatre. Chez les PIRs des rongeurs, D1 et D2 auraient été 

dupliqués pour donner D3 et D4 respectivement, et ces domaines D1/D3 et D2/D4 seraient 

homologues aux deux premiers domaines Ig des LILRs. Enfin, D5 et D6 correspondraient aux 

domaines Ig trois et quatre des LILRs humains (Volz et al., 2001). Pour toutes ces raisons, les 

PIRs des rongeurs ne sont pas les modèles les plus appropriés pour l’étude des LILRs in vivo. 

Des recherches ultérieures ont montré l’existence de plusieurs récepteurs activateurs et 

inhibiteurs orthologues aux LILRs chez les primates non-humains. En effet, une première étude 

a démontré que les séquences LILRs des chimpanzés correspondent étroitement à celles 

retrouvées chez l’Homme. Parmi ces séquences, quatre récepteurs orthologues aux récepteurs 

LILRA2, LILRA4, LILRB4 et LILB5 ont été retrouvés chez le chimpanzé (Canavez et al., 

2001). Enfin une étude chez le macaque rhésus a identifié huit récepteurs orthologues aux 

LILRs, nommés M. mulatta (Mm)-LILRs (Slukvin et al., 2006) (Figure 9). Comme les LILRs 

humains, les LILRs chez le macaque possèdent deux à quatre domaines Ig dans leur partie 

extracellulaire et sont subdivisés en deux groupes, Mm-LILRA et Mm-LILRB, selon la 

présence de motifs ITIM dans leur partie intracytoplasmique. Le groupe Mm-LILRA est 

composé de cinq récepteurs orthologues aux récepteurs humains. Trois Mm-LILRA possèdent 

une partie intracytoplasmique courte avec un résidu d’arginine dans la région transmembranaire 

et sont les orthologues de LILRA6, de LILRA1 et de la version deux Ig de LILRA1 chez 

l’Homme. Les deux Mm-LILRA restants sont solubles et seraient les orthologues de LILRA2, 

qui est membranaire chez l’humain, et de la molécule LILRA3 soluble. Le groupe Mm-LILRB 

quant à lui comprend trois récepteurs, avec une partie intracytoplasmique contenant des ITIMs, 

orthologues à LILRB1, B2 et B4. Néanmoins, certains Mm-LILRB affichent une différence 

dans le nombre de leurs ITIMs et présentent des délétions dans leur partie intracytoplasmique, 
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comparés aux LILRs humains. Ces études se basent sur des clonages de cDNA à partir 

d’ARNm. Des analyses génomiques complémentaires sont donc nécessaires afin de caractériser 

l’ensemble des membres de la famille LILRs chez le macaque ainsi que l’organisation de leurs 

gènes à l’échelle du génome. L’analyse phylogénétique des séquences des LILRs retrouvées 

chez le chimpanzé, le macaque rhésus et l’humain indique que ces récepteurs dérivent bien d’un 

gène ancestral commun ayant subi une évolution plus rapide et plus complexe chez les primates 

comparée aux rongeurs (Canavez et al., 2001; Slukvin et al., 2006). Ces données indiquent que 

la famille multigénique des LILRs retrouvée chez l’Homme serait spécifique aux primates. 

 

Figure 9: Structure des Mm-LILRs clonés chez le macaque rhésus et homologie de séquence avec 

leurs orthologues humains. (D’après Slukvin II et al. (2006) Tissue antigens.) 

Des études complémentaires, notamment de leur distribution cellulaire, de leurs ligands et de 

leur fonction seront nécessaires pour mieux caractériser la biologie des LILRs chez les primates 

non humains. Les fortes homologies de séquences et de structures retrouvées entre les LILRs 

humains et macaques font de ces derniers un modèle expérimental de choix pour étudier les 

fonctions immunomodulatrices de ces récepteurs in vivo et ouvrir la voie à des essais pré-

cliniques d’immuno-modulation. 
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B. Rôle immunomodulateur des récepteurs LILRB1 et LILRB2 dans les 

réponses immunitaires et les pathologies 

Bien que des études aient pu caractériser l’interaction des LILRs avec leurs ligands, les 

conséquences sur la fonction biologique et la signification clinique issues de cette interaction 

ne sont toujours pas bien comprises. Néanmoins, du fait de leur distribution cellulaire, 

notamment sur les cellules sentinelles du système immunitaire, et leur capacité à réguler les 

réponses immunitaires, il n’est pas étonnant de retrouver ces récepteurs impliqués dans diverses 

pathologies humaines. LILRB1 et LILRB2, sont les récepteurs de la famille des LILRs les 

mieux caractérisés et ont été largement montrés comme jouant un rôle important dans la 

progression ou le contrôle de nombreuses infections, cancers et maladies auto-immunes. 

a. Rôle de LILRB1 et LILRB2 dans les pathologies infectieuses 

Les LILRs jouent un rôle pivot dans l’équilibre immunologique, néanmoins, dans certaines 

circonstances et notamment lors d’infections, leurs propriétés immunomodulatrices peuvent 

être détournées par les pathogènes afin d’échapper à la reconnaissance par le système 

immunitaire. 

Infections virales 

Le Cytomégalovirus humain (HCMV) produit un homologue de HLA-I, la glycoprotéine 

membranaire UL18, afin d’exploiter la capacité inhibitrice de LILRB1 et ainsi échapper aux 

réponses antivirales (Cosman et al., 1997; Z. Yang & Bjorkman, 2008) (Figure 10, HCMV). 

En effet, UL18 a une affinité 1 000 fois supérieure à celles des HLA-I endogènes (Wagner et 

al., 2007) et son interaction avec LILRB1 à la surface des cellules NK induit une inhibition de 

leur fonction effectrice cytotoxique (N. L. Li et al., 2013; Prod’homme et al., 2007). 

Néanmoins, l’interaction d’UL18 avec LILRB1 à la surface des lymphocytes T CD8+ serait 

capable, par un mécanisme de signalisation indépendant du TCR, d’induire l’activation de ces 

cellules et la lyse des cellules infectées par le HCMV (Saverino et al., 2004). LILRB1 a 

également été montré comme surexprimé à la surface des cellules infectées par le HCMV 

(Cadena-Mota et al., 2018) et est considéré par Gustafson et al. comme marqueur de sénescence 

immunitaire prématurée pour cette infection virale (Gustafson et al., 2017). La réduction de 

HLA-G soluble observée dans l’arthrite rhumatoïde (Verbruggen et al., 2006) et la diminution 

d’expression du HLA-G membranaire par les cellules infectées par le HCMV (Pizzato et al., 

2003) pourraient induire un défaut de contrôle des lymphocytes T CD8+ surexprimant LILRB1 
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spécifiques du HCMV et contribuer à la pathogenèse de la maladie (Rothe et al., 2016). Enfin, 

une augmentation d’expression de LILRB1 a également été corrélée à l’infection au HCMV 

dans les transplantations pulmonaires. L’expression de ce récepteur pourrait être utilisé comme 

biomarqueur précoce de complications dues au HCMV qui sont les causes majeures de 

morbidité chez ces patients (Berg et al., 2003). 

L’infection secondaire par un sérotype hétérologue du virus de la dengue (DENV) augmente le 

risque de dengue sévère par un phénomène impliquant les anticorps anti-DENV (Dejnirattisai 

et al., 2010; Guzman et al., 2013; Katzelnick et al., 2017) et le récepteur LILRB1 (Chan et al., 

2014; Ong et al., 2017) (Figure 10, DENV). En effet, l’opsonisation du DENV par des 

anticorps non ou sous-neutralisants permet son entrée dans les cellules via les récepteurs Fc-

gamma (FcγRs) (Ayala-Nunez et al., 2016). Parallèlement, le DENV interagit également avec 

LILRB1 et induit l’inhibition des voies de signalisation des FcγRs. Cette inhibition empêche 

l’induction des gènes stimulés par les interférons (ISG) qui limiteraient normalement la 

réplication du virus (Chan et al., 2014; Nimmerjahn & Lux, 2014), et ralentit l’acidification des 

phagosomes contenant le virus lui permettant d’échapper à la dégradation lysosomale (Ong et 

al., 2017). Ainsi, LILRB1 contribue à la pathogenèse du DENV en permettant la réplication et 

la survie intracellulaire du virus. 

Enfin, LILRB1 et LILRB2 ont largement été impliqués dans la pathogenèse de l’infection par 

le VIH-1 (M. Lichterfeld & Yu, 2012). En effet, l’expression de ces récepteurs par les cellules 

immunitaires a souvent été associée à leur dérégulation phénotypique et fonctionnelle chez les 

patients vivant avec le VIH-1 (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; Jinghe Huang et al., 2010, 

2011, 2012; M. Lichterfeld & Yu, 2012; Mathias Lichterfeld et al., 2007; O’Connor et al., 2007; 

Vlad et al., 2003). Néanmoins, LILRB1 semble également impliqué dans des mécanismes de 

contrôle de l’infection par le VIH-1 (Arnold et al., 2013; J. Huang et al., 2010). Les mécanismes 

de régulation induits au cours de l’infection par ces récepteurs, menant à l’échappement ou au 

contrôle du VIH-1 à la réponse immunitaire, seront décrits plus en détail dans la partie C. « Rôle 

des récepteurs LILRB1 et LILRB2 dans l’infection au VIH-1 ». 

Infections parasitaires 

Une étude a montré que les patients présentant une infection sévère à Plasmodium falciparum 

arborent une proportion importante de lymphocytes B LILRB1+ apoptotiques (Kalmbach et al., 

2006) (Figure 10, P. falciparum). Les auteurs de cette étude suggèrent que ces cellules peuvent 

contribuer à la libération importante de cytokines pro-inflammatoires observée dans le sang lors 
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des paludismes sévères (Clark et al., 2006; Dunst et al., 2017). Une étude plus récente a 

démontré que P. falciparum interagit via certaines de ses protéines RIFINs avec LILRB1 

présent à la surface des lymphocytes B et des cellules NK. Cette interaction résulte en une 

inhibition de la production d’IgM par les lymphocytes B et une inhibition de la cytotoxicité des 

cellules NK. L’inhibition de l’activation de ces cellules permet ainsi l’échappement du parasite 

à la réponse immunitaire (Saito et al., 2017). 

 

Figure 10: Rôle de LILRB1 et LILRB2 dans les pathologies infectieuses autre que VIH-1. 

Infections bactériennes 

L’infection par Salmonella typhimirium induit une augmentation d’expression de LILRB2 et 

de LILRB4 à la surface des macrophages (D. P. Brown et al., 2009) (Figure 10, S. 

typhimirium). Néanmoins aucune fonctionnalité physiologique ou pathologique n’a pu être 

associée à ces récepteurs dans le cadre de cette infection bactérienne. De même, bien que 

LILRB1 soit capable de se lier aux bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia coli 

(Nakayama et al., 2007), aucune caractérisation des conséquences fonctionnelles de cette 

interaction n’a pu être décrite. 
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b. Implication de LILRB1 et LILRB2 en cancérologie 

Les agents pathogènes infectieux ne sont pas les seuls à utiliser la capacité immunomodulatrice 

des LILRs pour échapper à la réponse immunitaire. En effet, l’interaction de LILRB1 et 

LILRB2 avec leurs ligands du HLA-I serait impliquée dans le dysfonctionnement de la réponse 

immunitaire antitumorale participant à l’échappement et à la progression des tumeurs (Kang et 

al., 2015; Aifen Lin & Yan, 2015).  

LILRB1 dans le cancer 

Les cellules NK jouent un rôle primordial dans l’immuno-surveillance et dans l’induction de 

réponses antitumorales puissantes (Morvan & Lanier, 2016). Cependant, la surexpression de 

LILRB1 par ces cellules chez des patients souffrant d’un cancer du sein est associée à une 

réduction de leur capacité d’ADCC (Roberti et al., 2015). Chez les patients atteints de leucémie 

lymphoïde chronique (LLC), une forte expression de LILRB1 est induite sur les cellules NK 

ainsi que sur les lymphocytes T, et est également associée à leur dysfonctionnement (Villa-

Álvarez et al., 2017, 2018). En effet, il a été montré que LILRB1 altère chez ces patients : 1) 

l’activation et la prolifération des cellules NK, des lymphocytes T CD4+ et T CD8+, 2) la 

cytotoxicité des cellules NK et 3) la production de cytokines des lymphocytes T avec la 

diminution d’IL-2 et l’augmentation de cytokines, telle que l’IFN-γ, favorisant la survie des 

cellules malignes (Villa-Álvarez et al., 2017, 2018). Les cellules malignes de la LLC quant à 

elles, présentent à leur surface une faible expression de LILRB1 (Villa-Alvarez 2017). En 

revanche, ces cellules malignes ainsi que celles du cancer du sein expriment fortement le HLA-

I (Roberti et al., 2015; Villa-Álvarez et al., 2017), offrant de nombreux ligands pour activer les 

récepteurs inhibiteurs LILRB1 hautement exprimés par les cellules immunitaires. 

LILRB1 peut aussi jouer un rôle sur l’apoptose et la prolifération des cellules cancéreuses. En 

effet, les cellules cancéreuses CD4+ LILRB1+ du syndrome de Sézary (une forme agressive de 

lymphome T cutané) présentent une résistance élevée à l’apoptose induite par l’anticorps anti-

CD3. En revanche, la stimulation de LILRB1 inhibe leur prolifération normalement déclenchée 

par l’engagement de leur TCR (Nikolova et al., 2002). La médiation par LILRB1 de cette 

inhibition de prolifération a également été observée pour les cellules lymphoblastique B Raji 

mais l’utilisation de petits ARN interférant ou d’anticorps dirigés contre LILRB1 permet de 

restaurer leur prolifération (A. Naji et al., 2012). 
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Ainsi, le rôle protecteur ou néfaste de LILRB1 dans les cancers semble dépendre du contexte 

tumoral. D’avantage de recherches sont nécessaires pour la compréhension de son mécanisme 

d’action. 

LILRB2 dans le cancer 

LILRB2 est aussi impliqué dans la pathogenèse de certains cancers. La forte expression de 

LILRB2 est associée à celle de l’IL10 dans les tissus du cancer du sein et ces expressions 

corrèlent avec une augmentation de métastases ganglionnaires et une diminution de 

lymphocytes infiltrant les tumeurs (J. Liu et al., 2014). LILRB2, tout comme son ligand HLA-

G, est surexprimé dans les tissus de carcinomes hépatocellulaires et corrèle avec une mauvaise 

différenciation cellulaire, une plus grande taille de tumeur primaire et une survie globale plus 

courte des patients (X. Li et al., 2018). De même, la co-expression de LILRB2 et de HLA-G 

dans les tissus du cancer colorectal primaire est associée à une atteinte des ganglions 

lymphatiques régionaux et à un temps de survie plus court chez ces patients. La progression de 

ce cancer serait favorisée par l’activation des voies de signalisation comprenant AKT et ERK 

lors de l’interaction LILRB2/HLA-G (Cai et al., 2019). Enfin, l’implication de LILRB2 dans la 

pathogenèse du cancer du poumon « non à petites cellules » (CPNPC) a été mise en avant dans 

plusieurs études. En effet, les co-expressions LILRB2-HLA-G et LILRB2-ANGPTL2 ont été 

détectées dans les tissus de patients ayant un CPNPC (L. Wang et al., 2015; Y. Zhang et al., 

2016). Ces co-expressions sont associées à des niveaux plus élevés de métastases 

ganglionnaires et des temps de survie des patients plus courts (L. Wang et al., 2015; Y. Zhang 

et al., 2016). Zhang et al., ont montré que l’interaction de LILRB2 avec HLA-G active aussi la 

voie de signalisation ERK dans ce contexte (Y. Zhang et al., 2016). Une étude supplémentaire 

a prouvé que l’activation par LILRB2 de cette voie de signalisation régule à la hausse 

l’expression de VEGF-C et favorise la croissance tumorale et les métastases (P. Zhang, Guo, et 

al., 2015). De même, la voie de signalisations impliquant LILRB2 et ANGPTL2 semble 

importante pour le développement du cancer du poumon (X. Liu et al., 2015). LILRB2 stimule 

également l’expression de B7-H3 via la signalisation PI3K/AKT/mTOR et la co-expression de 

ces deux récepteurs corrèle avec une réduction de lymphocytes T infiltrant les tumeurs et avec 

une survie amoindrie des patients avec un CPNPC (P. Zhang, Yu, et al., 2015).  

D’une façon générale, l’expression de LILRB2 dans les cancers est associée à un pronostic 

défavorable quant à l’évolution de la maladie. 
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c. LILRB1 et LILRB2 dans les maladies auto-immunes 

Lorsque la fonction inhibitrice de LILRB1 et LILRB2 n’est pas détournée au profit de 

pathogènes ou de cellules cancéreuses, ces récepteurs sont capables de maintenir l’homéostasie 

du système immunitaire en régulant son activation. Il n’est donc pas étonnant qu’un défaut 

d’expression ou de fonction de ces récepteurs puisse être associé à des maladies auto-immunes. 

En effet, il a été montré que les patients atteints d’un lupus érythémateux disséminé (LED) ont 

des pDCs et des cDCs circulantes exprimant faiblement LILRB1 et LILRB2 (Blas et al., 2016; 

Adriana Monsiváis-Urenda et al., 2013). Ces patients présentent moins de lymphocytes B 

LILRB1+ ainsi qu’une faible capacité inhibitrice des récepteurs LILRB1 exprimés par leurs 

lymphocytes T (A. Monsiváis-Urenda et al., 2007). Sous stimulation, les monocytes de patients 

atteints d’arthrite psoriasique (PsA) révèlent une expression diminuée de LILRB2 mais élevée 

des molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 et une capacité accrue de production de 

TNF-α (Bergamini et al., 2014). Un traitement anti-TNF permet d’augmenter l’expression de 

LILRB2 et de diminuer celle des molécules de costimulation (Bergamini et al., 2014) et est 

associée à l’amélioration clinique des patients vivant avec une PsA (Salvarani et al., 2012). 

LILRB2 ainsi que LILRB3 et LILRA2 sont en revanche surexprimés par le tissu synovial des 

patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (PR) et leur expression est réduite en réponse aux 

traitements médicamenteux anti-rhumatismes. L’engagement de LILRA2 présent à la surface 

des macrophages, semblerait induire une production exacerbée de TNF- α, cytokine jouant un 

rôle clé dans l’inflammation et la destruction articulaire caractéristiques de la PR (Huynh et al., 

2007). Un défaut de fonction ou d’activation de LILRB2 pourrait expliquer son incapacité à 

inhiber l’activité de LILRA2 dans la PR. En accord avec cette hypothèse, les patients atteints 

de thyroïdites auto-immunes ont des lymphocytes T présentant une forte expression de LILRB1 

dont la capacité à inhiber la prolifération cellulaire est néanmoins altérée (Doníz-Padilla et al., 

2011). Enfin LILRB1 et HLA-G, absents du parenchyme du système nerveux central dans des 

conditions non pathologiques, sont abondamment coexprimés sur les macrophages et les 

cellules microgliales dérivées de lésions de sclérose en plaques (SEP) (Wiendl et al., 2005). 

L’axe LILRB1/HLA-G pourrait agir comme un rétrocontrôle négatif, néanmoins insuffisant, 

visant à réguler à la baisse les effets délétères de l’infiltration des lymphocytes T dans la SEP. 

Le rôle exact de LILRB1 et LILRB2 dans la physiopathologie de ces maladies auto-immunes 

n’est toujours pas bien caractérisé. Néanmoins, des traitements visant à restituer leurs fonctions 

physiologiques semblent être une voie possible pour certaines de ces maladies. 
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C. Rôle des récepteurs LILRB1 et LILRB2 dans l’infection au VIH-1 

Comme indiqué précédemment, de nombreuses études ont démontré un lien étroit entre les 

LILRs, leurs interactions avec le CMH-I et le dysfonctionnement de la réponse immunitaire 

dans de multiples pathologies. Les recherches indiquent que ces dysfonctions du système 

immunitaire, médiées par les LILRs, surviennent également dans le contexte de l’infection par 

le VIH-1 et pourrait contribuer à l’échappement du virus à la réponse immunitaire et par 

conséquent à la progression de la maladie (Figure 11). 

a. Rôle de LILRB1 et LILRB2 sur la régulation des réponses immunitaire 

induites au cours de l’infection par le VIH 

Les patients vivant avec le VIH-1 présentent une augmentation d’expression de LILRB1 à la 

surface des lymphocytes T CD8+
 et des cellules NK (Anfossi et al., 2004; O’Connor et al., 

2007), tandis que l’expression de LILRB2 est augmentée à la surface des cellules de la lignée 

myéloïde (Vlad et al., 2003). L’augmentation d’expression de ces récepteurs chez les personnes 

vivant avec le VIH-1 est associée à une diminution de la cytotoxicité des cellules NK 

(O’Connor et al., 2007), à une réduction de la capacité de présentation de l’antigène des 

monocytes (Vlad et al., 2003) et enfin surtout à un profond dysfonctionnement des cDCs 

(Jinghe Huang et al., 2011). Les cDCs sont des cellules présentatrices d’antigène (CPAs) 

professionnelles dont la fonction est cruciale pour amorcer, maintenir et affiner les réponses 

des cellules effectrices spécifiques de l’antigène et réguler l’activation immunitaire par la 

sécrétion de cytokines. Au cours de l’infection par le VIH-1, l’engagement de LILRB2 à la 

surface des cDCs avec les molécules de HLA-I solubles ou membranaires est associé à une 

inhibition de leurs fonctions (Jinghe Huang et al., 2010, 2012). En effet, dans le cas des cDCs, 

l’interaction LILRB2/HLA-I inhibe : 1) leur capacité de maturation, constatée par une 

diminution d’expression des molécules de costimulation, 2) leurs fonctions de présentation 

antigénique et 3) leur capacité à produire des cytokines. Les cDCs se retrouvent alors dans 

l’incapacité d’activer les lymphocytes T et d’induire leur prolifération (Jinghe Huang et al., 

2010, 2011, 2012). L’utilisation de petits ARN interférants (siRNA) bloquant l’expression de 

LILRB2, permet de restaurer l’ensemble des fonctions des cDCs, et d’induire l’activation des 

lymphocytes T. Ceci confirme le rôle majeur de ce récepteur dans les dysfonctions des cDCs 

induites lors de l’infection par le VIH-1 (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; J. Huang et al., 

2010; Jinghe Huang et al., 2010). 
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L’étude d’Alaoui et al. indique que la primo-infection par le VIH-1 induit une augmentation 

forte et simultanée de l’expression de LILRB2 et du HLA-I à la surface des cDCs du sang 

périphérique (Alaoui et al., 2018). Une autre étude indique que l’augmentation d’expression de 

LILRB2 au cours de l’infection serait induite par une surproduction plasmatique d’IL-10 de la 

part des monocytes (Vlad et al., 2003). L’expression élevée de LILRB2 par les cDCs pendant 

l’infection a également été associée à des niveaux accrus de ligands HLA-I solubles (Jinghe 

Huang et al., 2010, 2012). Ces niveaux élevés de HLA-I solubles sont quant à eux un marqueur 

fort de la progression de la maladie vers le stade SIDA (Puppo et al., 1994). Au cours de 

l’infection par le VIH-1, d’avantage de molécules HLA-I sont alors susceptibles d’interagir en 

cis et en trans avec les récepteurs LILRB2 des cDCs, d’inhiber leurs fonctions ce qui pourrait 

ainsi contribuer à l’échappement du virus et à la progression de la maladie. En accord avec cette 

hypothèse, il a été démontré qu’une affinité importante entre LILRB2 et le HLA-I est associée 

à une charge virale plus élevée chez les patients vivant avec le VIH-1 (Bashirova, Martin-Gayo, 

et al., 2014).  

A l’inverse, les patients contrôleurs du VIH-1 (HICs) présentent des niveaux de HLA-I solubles 

beaucoup plus faibles (Jinghe Huang et al., 2010). De plus, comparés aux patients VIH-1+ 

progresseurs ou aux personnes non infectées par le virus, les HICs possèdent des cDCs avec 

une forte capacité de présentation antigénique et une faible aptitude à secréter des cytokines 

pro-inflammatoires. Huang et al. ont montré que ce profil fonctionnel est associé à une 

surexpression de LILRB1 et LILRB3 par les cDCs et que l’inhibition de ces deux récepteurs à 

l’aide d’anticorps bloquants ou de siRNA abolit la capacité de présentation antigénique des 

cDCs (J. Huang et al., 2010). 

L’ensemble de ces études suggère que le profil d’expression de LILRB1, LILRB2 mais aussi 

de LILRB3 à la surface des cellules immunitaires et l’interaction spécifique avec leurs ligands 

HLA-I pourraient avoir une répercussion majeure sur la réponse immunitaire contre le VIH-1 

et la pathogenèse induite par l’infection. 

b. Interaction LILRB1/B2 et HLA-I : Déterminants génétiques et effets des 

mutations virales sur la pathogénèse 

L’association étroite de certains allèles de HLA-I avec la progression de la maladie dûe au VIH-

1 est bien connu. En effet, les allèles HLA-B*27 et HLA-B*57 sont associés à une progression 

ralentie de la maladie et sont très enrichis chez les non-progresseurs à long terme (LTNPs) et 

plus particulièrement chez les contrôleurs du VIH-1 (Zaunders & Van Bockel, 2013). Ces 



Introduction 
 

 58 

allèles dit « protecteurs » influencent le devenir de l’infection par leur niveau d’interaction avec 

les récepteurs des lymphocytes T (TCR) et des cellules NK (KIR) mais aussi avec les LILRs 

des cellules présentatrices d’antigènes. En effet pour LILRB2, une faible affinité de liaison avec 

ces allèles a été démontrée et corrèle avec une meilleure capacité de présentation antigénique 

et, au final, avec le contrôle de la réplication virale (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; Jones 

et al., 2011). 

Le polymorphisme au sein des allèles HLA-I joue également un rôle très important sur les 

forces de liaison entre les molécules LILRs et HLA-I. Cet effet a notamment été démontré pour 

l’allèle HLA-B*35 qui est associé à une progression rapide de la maladie (Jinghe Huang et al., 

2009). En effet, le sous-type B*3503 présente une forte affinité pour LILRB2 exprimé par les 

cDCs contrairement au sous-type B*3501 et cela, même si ces deux molécules diffèrent d’un 

seul acide aminé et présentent des épitopes du VIH-1 identiques. Contrairement à B*3501, 

l’interaction préférentielle entre B*3503 et LILRB2 est associée à un dysfonctionnement plus 

important des cDCs dans des tests fonctionnels in vitro et à une incapacité des cDCs provenant 

de patients porteurs de cet allèle à induire la prolifération de lymphocytes T allogéniques dans 

des tests ex vivo (Jinghe Huang et al., 2009). Ces données suggèrent donc que des sous-types 

d’allèles pourraient accélérer la progression de la maladie en inhibant davantage la fonction des 

cDCs via LILRB2.  

Dans une moindre mesure, les formes HLA-C non associées à la β2m possédant la mutation « -

35C » présentent également une liaison accrue à LILRB2 mais aussi à LILRA1 et LILRA3. La 

liaison de LILRB1 aux molécules HLA-I quant à elle, est plus homogène, bien que certains 

sites de liaison semblent tout de même influencer l’affinité entre LILRB1 et les HLA-A (Jones 

et al., 2011). L’effet de ces variations d’affinité sur la progression de la maladie reste à 

déterminer.  

Enfin, étant donné que les LILRs interagissent avec le domaine α3 et la sous-unité β2m du 

HLA-I, il a été supposé que cette interaction serait indépendante des peptides antigéniques et 

donc non affectée par les mutations d’échappement du virus. Néanmoins, des mutations au sein 

des peptides VIH-1 présentés par les HLA-I semblent également jouer un rôle important sur 

l’affinité de ces molécules avec LILRB2. En effet, une mutation d’échappement du peptide Gag 

KK10 (vKK10) du VIH-1 restreint au HLA-B*2705 conduit à une perte de reconnaissance de 

ce complexe par le TCR des CTLs spécifiques du peptide natif, mais améliore drastiquement 

son interaction avec LILRB2 exprimé par les cDCs et les monocytes (Mathias Lichterfeld et 

al., 2007). L’interaction du HLA-B*2705-vKK10 avec LILRB2 des cDCs induit une expression 
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plus faible de leurs marqueurs de maturation et des molécules de costimulation et inhibe leur 

capacité à induire la prolifération des lymphocytes T (Mathias Lichterfeld et al., 2007). D’autres 

variants d’échappement de peptides du VIH-1 portés par les allèles HLA-A*11, -B*08 et -B*07 

sont également susceptibles d’augmenter l’affinité du complexe avec LILRB2 (Y. Yang et al., 

2010). Les mécanismes moléculaires et les déterminants structuraux impliquant le peptide dans 

la reconnaissance spécifique du HLA-I par LILRB2 restent inconnus à ce jour. 

Ainsi, le polymorphisme des gènes HLA-I et les mutations d’échappement du VIH-1 (dues à la 

pression des CTLs) dans les épitopes présentés par ces molécules, sembleraient influencer leur 

niveau d’interaction avec LILRB2, conduisant à l’altération des fonctions des cDCs et 

influençant de façon critique la progression de la maladie. Néanmoins, ces déterminants 

génétiques ne sont ni suffisants, ni nécessaires pour maîtriser l’infection, ce qui sous-tend 

l’implication de bien d’autres mécanismes plus complexes. 

 

Figure 11: Implication des LILRs dans la pathogenèse de l’infection au VIH-1. Les dysfonctions 

du système immunitaire médiées par les LILRs ou associé aux LILRs au cours de l’infection par le VIH-

1 sont indiquées en noir. Les dysfonctions du système immunitaire médiées par les LILRs ou associées 

aux LILRs hors contexte d’infection au VIH-1, mais pouvant jouer un rôle au cours de l’infection par le 

VIH-1, sont représentées en bleu. 

c. Implication des autres membres de la famille des LILRs dans l’infection au 

VIH-1 

LILRB1, LILRB2 mais aussi LILRB3 ne sont pas les seuls membres de la famille des LILRs  

à pouvoir jouer un rôle dans la régulation des réponses immunitaires au cours de l’infection par 
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le VIH-1. En effet, chez les personnes VIH-1+ sans cART, l’expression de LILRA3 par les 

cellules immunitaires corrèle positivement avec une faible charge virale et un nombre plus élevé 

de lymphocytes T CD4+. Cependant, l’induction de l’expression de ce récepteur dans les 

monocytes semble être en partie abrogée par l’infection au VIH-1 (Low et al., 2016). LILRA1 

et LILRA3 présentent une liaison préférentielle avec les formes non-associées à la β2m de 

certains allèles HLA, dont ceux du HLA-C possédant le polymorphisme « -35C » (Jones et al., 

2011). Ce polymorphisme est associé à une expression accrue de HLA-C et à une apparition 

retardée du SIDA (Thomas et al., 2009). A l’inverse, LILRA1 et LILRA3 affichent une faible 

liaison aux allèles présentant le polymorphisme « -35T », mais une forte liaison à l’allèle HLA-

C*0702, tous deux associés à une apparition rapide du SIDA (Jones et al., 2011). Ces études 

suggèrent que des niveaux de liaison de LILRA1 et LILRA3 aux HLA pourraient influencer 

leur niveau d’activation et contribuer aux effets protecteurs ou préjudiciables relatifs, véhiculés 

par certains de ces allèles dans l’infection par le VIH-1.  

Enfin LILRA4, qui est exprimé uniquement par les pDCs, possède pour ligand le facteur de 

restriction Tetherin aussi appelé BST2 ou CD317 (W. Cao et al., 2009). Ce facteur de restriction 

est capable d’inhiber la libération de VIH-1 néosynthétisé en retenant ses virions à la surface 

des cellules infectées (Neil et al., 2008). Néanmoins, la protéine Vpu du VIH-1 contourne ce 

mécanisme de restriction en induisant une diminution d’expression de Tetherin (Neil et al., 

2008). Vpu déplace également les protéines Tetherin résiduelles en dehors des sites 

d’assemblage du VIH-1, les laissant ainsi libre de se lier et d’activer LILRA4 à la surface des 

pDCs lors d’un contact cellule-cellule (Bego et al., 2015). Cette interaction réprime par la suite 

la production d’IFN-I et d’autres cytokines pro-inflammatoires induites par les voies TLR7/9 

des pDCs activées (Bego et al., 2015; W. Cao et al., 2009). Par conséquent, la protéine Vpu du 

VIH-1 pourrait favoriser en primo-infection la transmission et la dissémination des virions et 

inhiber les puissantes réponses antivirales des pDCs, en détournant les fonctions de Tetherin et 

de LILRA4. 

III. Immunothérapie et modèle macaque d’infection par le SIV dans 

la lutte contre le VIH-1 

A l’heure actuelle, la persistance de réservoirs viraux latents pour le VIH-1 entrave toute cure 

potentielle du virus et implique la prise de traitements antirétroviraux à vie chez les personnes 

ne contrôlant pas naturellement l’infection. Une telle thérapie à vie pose cependant de 
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nombreuses difficultés, notamment associées à l’adhésion aux schémas thérapeutiques, la 

possibilité d’émergence de virus résistants, les toxicités cumulatives d’une thérapie à long terme 

ainsi que des considérations économiques et logistiques. Pour répondre à ces préoccupations, 

la communauté scientifique a commencé à explorer un certain nombre de nouvelles options 

thérapeutiques dans le but de parvenir à une suppression virologique durable en l’absence de 

cART. Cette stratégie dite de « rémission fonctionnelle » vise à améliorer l’immunité de l’hôte 

contre le VIH-1 afin d’induire un contrôle naturel de l’infection comparable à celui observé 

chez les LTNPs. Dans cette optique, les anticorps monoclonaux ciblant des points de contrôle 

de l’immunité semblent être une voie prometteuse pour l’immunothérapie anti-VIH-1. Des 

études dans des modèles animaux appropriés permettront de déterminer l’innocuité et 

l’efficacité thérapeutique de ces nouvelles stratégies. 

A. Intérêt des anticorps monoclonaux ciblant des points de contrôle 

immunitaire: parallèles entre immunothérapie anti-VIH-1 et -cancers 

La recherche contre le cancer et les stratégies de rémission/guérison du VIH-1 présentent de 

nombreuses convergences (Paiardini et al., 2020) et les nouvelles stratégies thérapeutiques 

mises en œuvre pour lutter contre ces maladies impliquent désormais l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux (AcM) ciblant des récepteurs immunomodulateurs (Weiner et al., 2010). En plus 

d’une affinité et d’une stabilité élevées, les AcM peuvent être criblés pour activer ou bloquer 

spécifiquement les réponses immunitaires. A cet égard, fort de leurs succès en cancérologie, les 

AcM dirigés contre les points de contrôle immunitaire PD-1 et CTLA-4 sont actuellement 

étudiés dans le cadre de l’infection par le VIH-1. L’utilisation d’AcM bloquant LILRB1 et B2 

semble être une stratégie suscitant également beaucoup d’intérêt pour l’immunothérapie contre 

les cancers (Gao et al., 2018) et pourrait être étendue à la lutte contre le VIH-1 . 

a. Anticorps monoclonaux anti-immune checkpoints dans l’infection VIH-1 

Les points de contrôle du système immunitaire ou « immune checkpoints » sont des récepteurs 

pouvant inhiber les voies de signalisations menant au déclenchement des réponses 

immunitaires. Parmi ces immune checkpoints, le récepteur à l’antigène 4 des lymphocytes T 

cytotoxiques (CTLA-4) et le récepteur de mort cellulaire programmée 1 (PD-1) sont des 

récepteurs inhibiteurs des lymphocytes T essentiels au maintien de la tolérance du soi et au 

maintien d’un niveau de réponse adapté des cellules immunitaires (Fife & Bluestone, 2008; 

Haspot et al., 2008). Néanmoins, de nombreux agents pathogènes et cancers favorisent et 

exploitent les interactions inhibitrices de ces immune checkpoints pour échapper au contrôle 
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immunitaire des lymphocytes T (E. I. Buchbinder & Desai, 2016; Wykes & Lewin, 2018). Le 

blocage de ces récepteurs inhibiteurs à l’aide d’AcM s’est d’ailleurs révélé très efficace comme 

immunothérapie contre certains cancers (Sharma & Allison, 2015).  

Dans le cadre de l’infection par le VIH-1, l’observation selon laquelle l’épuisement des 

lymphocytes T spécifiques du virus s’accompagne d’une expression accrue des récepteurs PD-

1 et CTLA-4 a nourri l’hypothèse selon laquelle le ciblage de ces voies immunomodulatrices 

pourrait également être une approche thérapeutique prometteuse dans la lutte contre ce virus 

(Kaufmann & Walker, 2009; Porichis & Kaufmann, 2012). Plusieurs études réalisées à l’aide 

du modèle macaque d’infection par le SIV ont pu établir la preuve de ce concept en apportant 

des résultats encourageants. Le blocage de PD-1 par des AcM au cours de l’infection par le SIV 

entraîne l’expansion et l’amélioration des réponses immunitaires cellulaires et humorales contre 

le virus et est associé à une diminution de la charge virale plasmatique et à une meilleure survie 

des macaques (Velu et al., 2009). Ce blocage in vivo de PD-1 par des AcM induit également 

une réduction de l’activation immunitaire et une meilleure perméabilité intestinale chez des 

macaques en phase chronique d’infection par le SIV (Shetty et al., 2012). En accord avec ces 

résultats, l’association des bénéfices de ce blocage avec l’administration de traitements 

antirétroviraux permet également une meilleure reconstitution des lymphocytes Th17 des 

muqueuses et la réduction de la taille du réservoir du SIV. Ceci conduit à un meilleur contrôle 

du rebond viral après interruption du cART (Mylvaganam et al., 2018). Une étude récente dans 

ce modèle macaque d’infection SIV+ chronique sous cART apporte néanmoins des résultats 

contradictoires (Bekerman et al., 2019). En effet cette étude indique que le blocage de PD-1 

n’entraîne pas le contrôle du rebond viral après l’interruption des traitements antirétroviraux, 

ni une réduction de la taille du réservoir (Bekerman et al., 2019). 

Des études ciblant le récepteur inhibiteur CTLA-4 ont montré que le blocage par des AcM de 

cet immune checkpoint, lors de l’immunisation de macaques avec une protéine d’enveloppe 

(Env) du VIH-1, améliore les réponses anticorps anti-Env (Bradley et al., 2020). En revanche, 

dans cette étude, le blocage de PD-1 chez les macaques n’a pas amélioré les réponses anticorps 

anti-Env et semble même entraver leur mise en place. Le blocage de CTLA-4 par des AcM chez 

des macaques SIV+ sous cART a été associé à une diminution des niveaux d’ARN viraux dans 

les ganglions lymphatiques et à une augmentation de la fonction effectrice des lymphocytes T 

CD4+ et CD8+ spécifiques du SIV (Hryniewicz et al., 2006). Une étude complémentaire dans 

ce modèle a démontré que des AcM bloquants anti-CTLA-4 et -PD-1 induisent une inversion 

de latence robuste et réduisent les niveaux totaux de virus intégrés. Néanmoins, le degré de 
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clairance du réservoir reste insuffisant pour obtenir un contrôle viral après interruption des 

traitements antirétroviraux (Harper et al., 2020).  

Ces résultats sont encourageants, mais suggèrent que de nouvelles études seront nécessaires 

pour mieux définir le schéma de blocage de ces points de contrôle immunitaire, et le choix des 

cibles des AcM. Des interventions supplémentaires visant à réduire la taille du réservoir et 

rétablir la fonction d’un plus grand éventail de cellules immunitaires, notamment celle des 

CPAs au-delà des seuls lymphocytes T, seront également indispensables pour obtenir une 

réponse immunitaire innée et adaptative permettant une rémission fonctionnelle durable. A cet 

égard, le ciblage thérapeutique de LILRB1 et LILRB2 à l’aide d’AcM bloquants pourrait être 

une stratégie complémentaire prometteuse. 

b. Anticorps monoclonaux anti-LILRB1 et LILRB2 dans le cancer 

Des parallèles clés entre le VIH-1 et la persistance des cellules cancéreuses influencent le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques contre le VIH-1 basées sur 

l’immunothérapie antitumorale (Paiardini et al., 2020). Le blocage des immune checkpoints 

CTLA-4 et PD-1, désormais étudié dans la lutte contre le VIH-1, en est le meilleur exemple 

(Kaufmann & Walker, 2009; Porichis & Kaufmann, 2012). Dans cette optique, la fonction 

immunomodulatrice des récepteurs LILRB1 et LILRB2 est également très étudiée. En effet, 

l’inhibition fonctionnelle des cellules immunitaires, résultant de l’interaction de LILRB1 et 

LILRB2 avec leurs ligands du HLA-I, participe largement à l’évasion immunitaire dans 

certaines pathologies (Cai et al., 2019; Kang et al., 2015; J. Zhang et al., 2017), et notamment 

dans le cancer comme nous l’avons vu dans la partie « Implication de LILRB1 et LILRB2 en 

cancérologie ». A l’instar du blocage des immune checkpoints CTLA-4 et PD-1 permettant de 

restaurer la fonction des lymphocytes T (Sharma & Allison, 2015), bloquer les récepteurs 

inhibiteurs LILRB1 et LILRB2 pourrait permettre de rétablir la fonction de certaines cellules 

immunitaires, dont les CPAs, lors d’infections ou de cancers (Cai et al., 2019; Chan et al., 2014; 

Kang et al., 2015; N. L. Li et al., 2013; M. Lichterfeld & Yu, 2012; J. Zhang et al., 2017).  

Des anticorps monoclonaux (AcM) anti-LILRB1 ou LILRB2 sont d’ailleurs déjà développés 

pour des stratégies d’immunothérapies antitumorales (Figure 12). En effet, une étude a 

démontré que le blocage de LILRB1 par des AcM induit une importante phagocytose de lignées 

de cellules cancéreuses par les macrophages (Barkal et al., 2018). Une étude sur des 

prélèvements de patients indique que le blocage de LILRB1 par des AcM  restaure la lyse, par 

les cellules NK, des cellules cancéreuses dans la leucémie lymphoblastique et myéloblastique 
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aigüe (Godal et al., 2010). De même, chez des patients atteints de leucémie lymphoïde 

chronique, le blocage de LILRB1 par des AcM rétablit l’activation, la prolifération et une 

production normale de cytokines par les lymphocytes T. Ce blocage restaure également la lyse 

de ces cellules leucémiques par les cellules NK, dont l’action est amplifiée en présence de 

Lénalidomide, un traitement immunomodulateur contre certains cancers (Villa-Álvarez et al., 

2017, 2018). Le blocage de LILRB1 par des AcM est également capable de restaurer l’ADCC 

des cellules NK induite par le Cétuximab, un anticorps dirigé contre le récepteur au facteur de 

croissance épidermique présent à la surface des cellules du cancer du sein triple négatif (Roberti 

et al., 2015). La capacité cytotoxique de lymphocytes Tγδ contre des lignées de cellules 

cancéreuses peut également être rétabli à l’aide d’un AcM bloquant anti-LILRB1 (Lesport et 

al., 2011). Enfin, une étude récente démontre que LILRB1 et PD-1 sont exprimés par des sous-

populations de lymphocytes T CD8+ distinctes et que la combinaison de leur blocage par des 

AcM rétablit l’activité cytotoxique de ces cellules, induit par un anticorps bispécifique, envers 

une lignée tumorale de mélanome (A. Kim et al., 2019). Le blocage de LILRB1 semble donc 

représenter une stratégie novatrice pour restaurer ou améliorer la fonction des cellules 

immunitaires contre les cancers « liquides » et « solides », seule ou en association avec d’autres 

immunothérapies antitumorales. 

Des études récentes montrent que LILRB2 est enrichi dans les tissus de certains types de 

cancers, dont le cancer du poumon, le cancer du sein, le cancer du foie et le cancer colorectal 

(Gao et al., 2018). Ces études suggèrent que LILRB2 favorise non seulement la croissance, la 

prolifération et les métastases tumorales, mais est aussi associé à une capacité réduite des 

lymphocytes T à infiltrer les tumeurs et à une survie plus faible des patients (Cai et al., 2019; 

Gao et al., 2018; J. Liu et al., 2014; X. Liu et al., 2015; P. Zhang, Guo, et al., 2015; P. Zhang, 

Yu, et al., 2015). Les mécanismes moléculaires exacts sous-jacents, responsables du 

développement et de la progression du cancer, induits par LILRB2 restent cependant encore 

très mal connus. Néanmoins, une étude récente a pu démontrer que le blocage de LILRB2 à 

l’aide d’AcM est capable de reprogrammer les macrophages associés aux tumeurs vers un profil 

pro-inflammatoire permettant une meilleure immunité antitumorale (H.-M. Chen et al., 2018). 

En effet, cette étude révèle que le blocage de LILRB2 favorise la polarisation des macrophages 

immatures vers un profil M1 pro-inflammatoire, via l’activation des voies de signalisation NF-

κB/STAT1 et l’inhibition de la voie AKT/STAT6. Ce blocage engendre également chez les 

macrophages une augmentation, de leur production de TNF-α, et de leur capacité de 

phagocytose, et améliore drastiquement, en synergie avec un AcM anti-PD-1, les réponses des 
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lymphocytes Th1. De plus, ces macrophages reprogrammés ont la capacité in vivo d’améliorer 

l’efficacité thérapeutique du traitement antitumoral anti-PD-L1, ce qui permet de réduire la 

taille des tumeurs, et l’infiltration dans celles-ci de cellules myéloïdes suppressives (MDSC) et 

de lymphocytes Treg. En conclusion, cette étude suggère que LILRB2 agit comme un point de 

contrôle immunitaire et pourrait être une nouvelle cible thérapeutique pour reprogrammer les 

macrophages associés aux tumeurs afin de moduler le microenvironnement tumoral et 

améliorer l’action de thérapies immunitaires contre le cancer. 

 

Figure 12: Implication de LILRB1 et LILRB2 dans l’échappement tumorale. L’inhibition ou 

l’altération de la fonction biologique des cellules immunitaires ou cancéreuses directement médiée par 

LILRB1 ou LILRB2 est représentée en noir. L’inhibition ou l’altération des réponses immunitaires 

associée à l’expression de LILRB1 ou LILRB2 dans le microenvironnement tumoral est représentée en 

bleu. Un anticorps schématique est utilisé pour indiquer le bénéfice du blocage de LILRB1 ou LILRB2 

par des anticorps monoclonaux sur la restauration des fonctions biologiques des cellules immunitaires 

et cancéreuses. 

Des études dans le modèle macaque d’infection par le SIV seront nécessaires pour déterminer 

les conséquences du blocage de ces récepteurs in vivo dans le contexte de l’infection par le 

VIH-1.  
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B. Le modèle simien d’infection par le SIV dans l’immunothérapie anti-

LILRB1 et LILRB2 contre le VIH-1 

Bien que les modèles primate non humain (PNH) soulèvent de nombreux problèmes éthiques 

et engendre des coûts importants, ils restent néanmoins des modèles animaux clés pour la 

recherche biomédicale, notamment pour les études sur : les maladies infectieuses, la 

compréhension des mécanismes immunologiques, ainsi que le développement et l’évaluation 

de nouvelles stratégies thérapeutiques. En effet, il n’y a pas de modèle de remplacement 

permettant de reproduire la complexité multi-échelle du système immunitaire et sa réponse à 

une infection virale, ce qui en fait des modèles incontournables dans les approches pré-cliniques 

de prévention et d’immunothérapie. 

a. Le modèle simien dans la lutte contre le VIH-1 

La pandémie de VIH-1 dans l’espèce humaine résulte de transmissions inter-espèces de souches 

de virus de l’immunodéficience simienne (SIV) infectant les chimpanzés d’Afrique centrale 

(Sharp & Hahn, 2011). Chez ces primates, le SIV induit une physiopathologie associée à un 

SIDA et une mortalité accrue (Keele et al., 2009). A noter que les chimpanzés sont les seuls 

primates non humains sensibles à l’infection par le VIH-1. Malgré cela, en raison de leur statut 

en voie d’extinction, ces animaux ne sont plus utilisés en laboratoire pour étudier cette infection. 

Les hôtes naturels du SIV comme le singe vert d’Afrique et le singe vert mangabey sont 

capables, indépendamment des niveaux élevés de réplication virale, de vivre normalement avec 

le virus et ne progressent pas vers le stade SIDA (Chahroudi et al., 2012). En revanche, 

l’inoculation de certaines souches de SIV à des primates non humains d’Asie, tels que les 

macaques rhésus (Macaca mulatta), les macaques à queue de cochon (Macaca nemestrina) et 

les macaques crabiers ou « cynomolgus » (Macaca fascicularis), entraîne une physiopathologie 

similaire à celle retrouvée chez l’Homme pour le VIH-1. Pour cette raison et pour des raisons 

physiologiques et techniques, ces macaques sont utilisés comme modèles pour l’étude de la 

pathogenèse induite par le VIH-1 ainsi que pour les études d’innocuité et d’efficacité de 

traitements contre ce virus (Policicchio et al., 2016). 

b. Intérêt du modèle macaque d’infection par le SIV 

Les macaques et les humains sont phylogénétiquement, anatomiquement, physiologiquement 

et immunologiquement très proches, ce qui leur confère un avantage significatif en tant que 

modèle de recherche biomédicale par rapport aux rongeurs et autres espèces (Policicchio et al., 
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2016). De plus, ils peuvent être infectés par des virus humains ou simiens apparentés pouvant 

entrainer des pathologies analogues (Estes et al., 2018). Dans le cas du SIV chez le macaque, 

l’infection survient par des voies et modes de transmission identiques au VIH-1. De plus, le 

SIV partage de nombreuses caractéristiques physiopathologiques avec le VIH-1 dont : un 

tropisme pour les lymphocytes T CD4+ et leur déplétion progressive, une atteinte sévère des 

tissus lymphoïdes associée à une activation et une inflammation importante du système 

immunitaire, l’établissement de réservoirs latents avec la présence de provirus et enfin la 

progression vers le stade SIDA (Estes et al., 2018). Néanmoins, la rapidité de progression de 

l’infection par le SIV est dépendante de l’espèce de macaque, de la souche virale inoculée et du 

fond génétique de chaque singe (Evans & Silvestri, 2013). En effet, contrairement aux 

macaques à queue de cochon et aux macaques rhésus indien qui présentent une évolution rapide 

de la maladie, suite à leur infection par le SIV, les macaques rhésus chinois et les macaques 

cynomolgus ont un profil d’évolution plus lent, d’évolution temporelle proche de celle de 

l’infection par le VIH-1 chez l’Homme (Policicchio et al., 2016). Le choix de l’espèce de 

macaque utilisé en laboratoire de recherche sur le VIH-1 dépendra donc de la question 

scientifique posée. 

D’un point de vue méthodologique, le modèle macaque présente une multitude d’avantages. Ce 

modèle permet un contrôle de divers paramètres cliniques impossibles à contrôler chez 

l’humain (moment de l’infection, souche, dose et voie d’administration du virus) et permet un 

certain nombre d’interventions expérimentales (échantillonnage répété de tissus, prélèvements 

invasifs, approches préventives ou thérapeutiques «risquées» telles que des expériences de 

déplétion cellulaire, de réactivation du virus en latence ou des interventions basées sur les 

cellules souches ou la thérapie génique) qui ne peuvent être menées chez l’Homme. Les 

macaques sont également sensibles aux traitements antirétroviraux et de nombreux réactifs 

utilisés pour étudier la réponse immunitaire humaine présentent une réaction croisée chez le 

macaque (Policicchio et al., 2016). Des essais pilotes avec suivi longitudinal pour de nouveaux 

traitements préventifs, thérapeutiques ou curatifs peuvent donc être réalisés chez le macaque 

avec interruption et reprise du traitement si nécessaire. 

L’ensemble de ces interventions chez le macaque ont fourni et continuent de fournir des 

informations essentielles pour une meilleure compréhension de la biologie de l’infection au 

VIH-1. Ces études ont permis de révéler les premiers événements de transmission et de 

dissémination du virus, notamment à travers les muqueuses, ainsi que les premiers évènements 

immunologiques et virologiques survenant lors de la phase aigüe de l’infection. Ces études ont 
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également permis une meilleure caractérisation de la pathogenèse due au VIH-1 notamment 

dans les tissus, et du rôle in vivo de protéines virales spécifiques. De plus, le moment de 

l’établissement des réservoirs viraux avec la caractérisation cellulaire et anatomique des 

réservoirs actifs et persistants a pu être défini grâce à ces modèles. Les mécanismes de contrôle 

immunitaire chez les hôtes naturels du SIV, malgré une virémie élevée, ont pu également être 

en partie révélés, et des modèles de contrôle naturel du SIV chez le macaque permettent 

d’améliorer notre compréhension des mécanismes de ce contrôle dans l’espoir d’en mimer les 

effets dans des essais thérapeutiques et/ou par immunothérapie. Enfin les modèles macaques 

d’infection par le SIV sont devenus une étape préclinique essentielle pour évaluer l’innocuité 

et l’efficacité des vaccins et des traitements antirétroviraux candidats à la lutte contre le VIH-1 

(Estes et al., 2018; Evans & Silvestri, 2013). 

c. Intérêt du modèle macaque pour l’étude des LILRs dans l’infection VIH-1 

Nous avons établi que les homologues des LILRs chez la souris, les PIRs, sont un modèle 

d’étude très limité qui ne reflète pas toute la complexité et la diversité des régulations 

immunitaires pouvant être associées à ces récepteurs chez l’humain. Les nombreux orthologues 

des LILRs décrits chez le macaque en font un modèle expérimental tout à fait pertinent pour 

l’étude fonctionnelle des LILRs in vivo. 

En effet, comme nous l’avons vu auparavant, plusieurs récepteurs activateurs (Mm-LILRA) et 

inhibiteurs (Mm-LILRB) ont été caractérisés chez le macaque rhésus (Slukvin et al., 2006). De 

plus, le génome des macaques rhésus et cynomolgus est intégralement séquencé et de nombreux 

haplotypes du CMH-I ont pu être caractérisés (Osada et al., 2015; Xue et al., 2016). Ceci offrant 

des informations précieuses pour l’étude de la biologie des interactions LILRs/CMH-I dans ces 

modèles. A noter que la région des gènes du CMH de macaque cynomolgus (Macaca 

fascicularis-CMH ; Mafa-CMH) est organisée de la même manière que celle de l’Homme, 

néanmoins elle se distingue de ce dernier par son degré élevé de duplication de gènes CMH de 

classe I classiques (Shiina & Blancher, 2019). Les équivalents Mafa des loci classiques HLA-

A et HLA-B et des loci non classiques HLA-E, HLA-F et HLA-G sont appelés Mafa-A, Mafa-

B, Mafa-E, Mafa-F et Mafa-G, respectivement. Mafa-G est considéré comme un pseudogène 

et les fonctions associées au HLA-G peuvent avoir été reprises par Mafa-AG qui partage des 

caractéristiques très similaires à celui-ci. À ce jour, aucun orthologue du locus HLA-C n’a 

encore été identifié chez le macaque cynomolgus ou chez d’autres types de singes de l’Ancien 

Monde (Shiina & Blancher, 2019). 
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Enfin le modèle macaque d’infection par le SIV est actuellement le meilleur modèle en 

laboratoire pour étudier la pathogenèse de l’infection par le VIH-1 et l’efficacité de multiples 

traitements. Le modèle macaque est donc un modèle de choix pour étudier les LILRs et leur 

fonction immunomodulatrice dans le cadre de l’infection par le SIV. Notre équipe a d’ailleurs 

été la première à ouvrir la voie dans ce domaine en démontrant une augmentation d’expression 

de LILRB2 et du CMH-I à la surface des cDCs lors de la primo-infection par le VIH-1 chez 

l’Homme et par le SIV chez le macaque cynomolgus (Alaoui et al., 2018). Les futures études 

visant à caractériser la fonction immunomodulatrice des LILRs dans ce modèle d’infection 

offriront une preuve de concept de l’influence de ces récepteurs dans la pathogenèse ou le 

contrôle de l’infection par le VIH-1, comme ceci a pu être montré pour d’autres immune 

checkpoints tels que PD-1 et CTLA-4 (Harper et al., 2020; Mylvaganam et al., 2018; Velu et 

al., 2009).
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Afin d’acquérir une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires qui 

pourraient conduire à l’établissement de réservoirs viraux latents et aux dysfonctionnements de 

la réponse immunitaire, nous avons articulé nos recherches en deux principaux axes. 

Notre premier axe s’est focalisé sur la caractérisation par cytométrie de masse des 

modifications cellulaires pouvant être associées à : 

➢ La persistance du VIH-1 au sein des lymphocytes T CD4+ 

➢ La dérégulation des sous-populations de cellules myéloïdes au cours de cette infection 

Descours et al. ont identifié en 2017 le récepteur FcγRIIa, également appelé CD32a, comme 

marqueur spécifique du réservoir latent compétant du VIH-1 au sein des lymphocytes T CD4+ 

quiescents (Descours et al., 2017). Cependant, des études postérieures ont contesté cette 

découverte (Grau-Expósito et al., 2017; Wittner et al., 2017), lançant une controverse autour de 

la spécificité de l’expression de ce récepteur sur les lymphocytes T CD4+ infectés de manière 

latente par le VIH-1. 

Dans ce contexte, notre premier objectif a été d’évaluer la pertinence du récepteur CD32a 

en tant que marqueur spécifique du réservoir latent du VIH-1. 

Pour atteindre cet objectif, nous avons étudié la présence, la diversité ainsi que la dynamique 

des lymphocytes T CD4+ CD32a+ chez des individus en primo-infection de VIH-1 avant et 

après un an de cART ainsi que chez des individus VIH-. De façon plus détaillée, nous avons 

étudié si des lymphocytes T CD4+ arborant ce marqueur étaient bien présents chez des patients 

VIH+ mais aussi s’ils étaient retrouvés chez des individus séronégatifs. Nous avons également 

recherché s’il existe une diversité phénotypique au sein des lymphocytes T CD4+ CD32a+ et si 

ces cellules sont présentes dès la primo-infection et conservées dans le temps en présence de 

cART. Ces données permettrons ainsi de mieux caractériser phénotypiquement les lymphocytes 

T CD4+ CD32a+ et de comprendre s’il existe un lien entre leur présence et la latence du VIH-

1. 

Les sous-populations de cellules myéloïdes quant à elles jouent un rôle majeur dans 

l’orchestration des réponses immunitaires contre les pathogènes. Néanmoins, au cours de 

l’infection par le VIH-1, ces cellules sont directement et indirectement affectées par le virus et 

présentent de nombreuses dérégulations phénotypiques et fonctionnelles (Bego et al., 2015; 

Benlahrech et al., 2012; Deeks et al., 2013; Hasegawa et al., 2009; Jinghe Huang et al., 2011). 
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A cet égard, notre deuxième objectif a consisté à mieux caractériser les modifications 

cellulaires induites dans les sous-populations de cellules myéloïdes au cours de l’infection 

par le VIH-1 et qui pourraient contribuer à la progression ou au contrôle de la maladie. 

Pour atteindre le dernier objectif de cet axe, nous avons étudié la diversité et la dynamique des 

cellules myéloïdes chez des patients en primo-infection de VIH-1 puis après une année de 

cART ainsi que chez des patients contrôleurs du VIH-1 et chez des donneurs VIH-. Nous avons 

ainsi recherché à mieux caractériser les sous-populations de cellules myéloïdes et leur 

abondance à différents stades de la maladie. Ces résultats participerons à l’identification des 

sous-populations de cellules immunitaires et des modifications cellulaires et/ou moléculaires 

pouvant contribuer à la progression ou au contrôle de l’infection par le VIH-1. 

La famille des leukocyte immunoglobulin-like receptors (LILRs) comprend des récepteurs 

inhibiteurs et activateurs retrouvés sur les cellules immunitaires, majoritairement de la lignée 

myéloïde. Les LILRs jouent un rôle important dans l’équilibre immunologique en modulant les 

réponses immunitaires innée et adaptative (D. Brown et al., 2004). Néanmoins, dans certaines 

circonstances et notamment lors d’infections, leurs propriétés immunomodulatrices peuvent 

être détournées par les pathogènes afin d’échapper à la reconnaissance par le système 

immunitaire (Anderson & Allen, 2009; Hirayasu & Arase, 2015; Hudson & Allen, 2016; Kang 

et al., 2015; M. Lichterfeld & Yu, 2012; J. Zhang et al., 2017). A cet égard, l’expression des 

récepteurs immunomodulateurs de la famille des LILRs actuellement les mieux caractérisés, à 

la surface des cellules immunitaires, a également été étudiée dans le cadre de nos deux premiers 

objectifs. 

Notre deuxième axe se focalise quant à lui sur les aspects fonctionnels, avec le développement 

d’outils permettant d’étudier au sein de la famille des LILRs, les récepteurs inhibiteurs LILRB1 

et LILRB2 et leur implication dans le dysfonctionnement des cellules immunitaires au cours de 

l’infection par le VIH-1 ainsi que dans le modèle SIV. 

Les récepteurs immunomodulateurs LILRB1 et LILRB2 ont largement été impliqués dans le 

dysfonctionnement des cellules immunitaires et principalement des cellules présentatrices 

d’antigènes au cours de l’infection par le VIH-1 (Jinghe Huang et al., 2009, 2010; Mathias 

Lichterfeld et al., 2007). Notre équipe a également montré une surexpression de LILRB2 et de 

ses ligands du CMH-I à la surface des cDCs dès la primo-infection par le VIH-1, ainsi que dans 

le modèle macaque cynomolgus d’infection par le SIV (Alaoui et al., 2018) dont la 
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physiopathologie de l’infection est comparable à celle du VIH-1 chez l’Homme (Estes et al., 

2018; Evans & Silvestri, 2013). 

Dans l’ensemble, ces résultats suggèrent que le blocage de l’interaction de LILRB2 et LILRB1 

avec leurs ligands du CMH-I pourrait améliorer les réponses immunitaires précoces au cours 

de l’infection par le VIH-1, et conduire à la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative 

plus efficace. 

Une validation in vivo de cette hypothèse est nécessaire pour attester de l’efficacité de cette 

potentielle stratégie d’immunothérapie contre le VIH-1. Actuellement, les anticorps 

monoclonaux (AcM) anti-LILRB1 ou -LILRB2 bloquant disponibles dans le commerce ne sont 

pas capables de reconnaitre ces récepteurs chez les modèles macaques d’infection par le SIV. 

Dans cette optique, l’objectif de ce deuxième axe a consisté à générer des AcM bloquants 

anti-LILRB1 et -LILRB2 afin d’étudier in vivo et ex vivo l’effet du blocage de ces 

récepteurs sur les réponses immunitaires dirigées contre le SIV et le VIH-1. 

Pour atteindre ce dernier objectif, nous avons établi une stratégie expérimentale pour générer 

ces AcM murins bloquants, consistant à : 

1) Cloner et caractériser les différents LILRs retrouvés chez le macaque cynomolgus 

(mLILRs) afin de produire des protéines de fusion mLILR-Fc et des lignées cellulaires 

de chaque mLILR, pour la génération et le criblage d’anticorps bloquants spécifiques. 
 

2) Générer des AcM murins spécifiquement dirigés contre les récepteurs LILRB1 et/ou 

LILRB2 retrouvés chez l’Homme et le macaque cynomolgus. 
 

3) Vérifier la capacité bloquante des AcM anti-LILRB1 et/ou -LILRB2 chez l’Homme et 

le macaque cynomolgus dans des modèles d’interaction in vitro. 
 

4) Analyser la distribution des LILRs à l’aide des AcM bloquants sur les cellules 

myéloïdes primaires de l’Homme et du macaque cynomolgus. 

Cette étude permettra d’obtenir et de caractériser des outils uniques pouvant aider à mieux 

définir le rôle des récepteurs inhibiteurs LILRB1 et LILRB2 dans les réponses immunitaires et 

la physiopathologie de l’infection par le SIV/VIH-1. Ces outils pourront également être utilisés 

dans des modèles macaques précliniques d’infection par le SIV pour déterminer si une stratégie 

thérapeutique visant à bloquer LILRB1 et/ou LILRB2 pourrait être envisagée pour restituer les 

réponses immunitaires dirigées contre le SIV et subséquemment contre le VIH-1.
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Article 1 : Mass Cytometry Analysis Reveals the Landscape and 

Dynamics of CD32a+ CD4+ T Cells From Early HIV Infection to 

Effective cART 

Résumé de l’article publié le 4 Juin 2018 dans la revue Frontiers in Immunology. 

Bien que la thérapie antirétrovirale combinée (cART) soit capable de réduire la réplication du 

VIH et la progression de la maladie vers le stade SIDA, un réservoir de lymphocytes T CD4+ 

infectés de manière latente persiste et peut rapidement rétablir une virémie élevée après 

interruption du traitement. Afin d’éliminer ces réservoirs viraux latents, une meilleure 

caractérisation du phénotype de ces cellules est nécessaire. A cet égard, le récepteur FcγRIIa, 

également appelé CD32a, a été proposé comme marqueur spécifique de lymphocytes T CD4+ 

infectés par le VIH de manière latente (Descours et al., 2017). Cependant, des études menées 

par d’autres laboratoires n’ont pas pu confirmer ces données, suscitant une controverse quant à 

la pertinence de ce récepteur en tant que marqueur caractéristique de la latence du VIH (Grau-

Expósito et al., 2017; Wittner et al., 2017). 

Au cours de cette étude, nous avons caractérisé par cytométrie de masse la diversité 

phénotypique des lymphocytes T CD4+ CD32a+ ainsi que leur dynamique chez des individus 

en primo-infection de VIH, avant et après un an de cART. Les lymphocytes T CD4+ CD32a+ 

de donneurs VIH- ont également été analysés comme contrôle. En conditions physiologiques, 

le récepteur CD32a est habituellement exprimé par les cellules myéloïdes, suggérant la possible 

co-expression d’autres marqueurs myéloïdes sur les lymphocytes T CD4+ CD32a+ suite à 

l’infection au VIH. De ce fait, nous avons inclus des marqueurs lymphoïdes mais aussi 

myéloïdes pouvant aider à mieux caractériser le phénotype et l’hétérogénéité de cette 

population atypique de lymphocytes T CD4+. A cet égard, il a été montré que les récepteurs de 

la famille LILRs régulent directement l’activité des Fc récepteurs (FcRs), dont le CD32a 

(Baudhuin et al., 2013), et sont associés aux mécanismes de dérégulation des réponses 

immunitaires induites lors de l’infection par le VIH (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; Bego 

et al., 2015; Jinghe Huang et al., 2010; Mathias Lichterfeld et al., 2007; O’Connor et al., 2007; 

Vlad et al., 2003). Par conséquent, les récepteurs de la famille LILRs les mieux caractérisés 

dans la littérature ont été inclus à notre panel de cytométrie de masse pan-leucocytaire. 
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Les résultats obtenus après analyse non supervisée de nos données confirment la présence de 

lymphocytes T CD4+ CD32a+ chez les patients VIH+ et montrent également leur présence chez 

des donneurs VIH-. Nos données indiquent également que ces cellules comprennent des sous-

populations hétérogènes, présentant une forte expression de molécules HLA-DR, et sont 

différentiellement affectées au cours de l’infection par le VIH. En effet, notre analyse révèle 

que des clusters (groupe de cellules possédant le même phénotype) de lymphocytes T CD4+ 

CD32a+ naïfs (N), mémoires centrales (CM) et effecteurs / mémoires (Eff / Mem) coexprimant 

les récepteurs activateurs LILRA2 et CD64, sont plus abondants chez les personnes 

séropositives que chez les donneurs séronégatifs pour le VIH. A l’inverse, des clusters de 

lymphocytes T CD4+ CD32a+ LILRA2- sont plus abondants chez les donneurs VIH-. Enfin, un 

cluster constitué de lymphocytes T CD4+ CD32a+ TEff/Mem activés coexprimant LILRA2, CD57, 

NKG2C et CD317, est plus abondant chez les individus séropositifs, en particulier en primo-

infection, et corrèle positivement avec la charge ADN du VIH. La purification de ce cluster de 

lymphocytes T CD4+ sera nécessaire pour confirmer la présence de provirus compétents pour 

la réplication et révéler sa contribution en tant que réservoir actif du VIH. 

La présence de lymphocytes T CD4+ CD32a+ chez des individus VIH- dans nos données 

indiquent que la molécule CD32a, exprimée par les lymphocytes T CD4+, ne peut pas être 

considérée comme un marqueur de latence spécifique du VIH. Néanmoins, nos données 

montrent que de multiples modifications de l’abondance des sous-populations de lymphocytes 

T CD4+ CD32a+ se produisent dans la phase précoce de l’infection par le VIH, et certaines sont 

conservées après un an de cART. Parmi ces modifications, l’augmentation d’abondance de 

cellules exprimant fortement la molécule HLA-DR et les molécules LILRA2 et CD64, semble 

refléter un état d’activation important de ces cellules, engendré par l’infection au VIH. En 

conclusions, notre étude apporte une meilleure compréhension de l’hétérogénéité, de la 

dynamique, et de l’état d’activation des sous-populations de lymphocytes T CD4+ CD32a+ au 

cours des différents stades de l’infection par le VIH, qui pourrait s’avérer utile à l’avenir dans 

les discussions sur les réservoir latents et/ou actifs du VIH.  
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CD32a has been proposed as a specific marker of latently HIV-infected CD4+ T cells. 
However, CD32a was recently found to be expressed on CD4+ T cells of healthy donors, 
leading to controversy on the relevance of this marker in HIV persistence. Here, we used 
mass cytometry to characterize the landscape and variation in the abundance of CD32a+ 
CD4+ T  cells during HIV infection. To this end, we analyzed CD32a+ CD4+ T  cells in 
primary HIV infection before and after effective combination antiretroviral therapy (cART) 
and in healthy donors. We found that CD32a+ CD4+ T cells include heterogeneous sub-
sets that are differentially affected by HIV infection. Our analysis revealed that naive (N),  
central memory (CM), and effector/memory (Eff/Mem) CD32a+ CD4+ T-cell clusters that 
co-express LILRA2- and CD64-activating receptors were more abundant in primary HIV 
infection and cART stages. Conversely, LILRA2− CD32a+ CD4+ T-cell clusters of either 
the TN, TCM, or TEff/Mem phenotype were more abundant in healthy individuals. Finally, an 
activated CD32a+ CD4+ TEff/Mem cell cluster co-expressing LILRA2, CD57, and NKG2C 
was more abundant in all HIV stages, particularly during primary HIV infection. Overall, 
our data show that multiple abundance modifications of CD32a+ CD4+ T-cell subsets 
occur in the early phase of HIV infection, and some of which are conserved after effective 
cART. Our study brings a better comprehension of the relationship between CD32a 
expression and CD4+ T cells during HIV infection.

Keywords: cD4+ T-lymphocytes, cD32a, mass cytometry cyTOF, primary hiV infection, combination antiretroviral 
therapy

inTrODUcTiOn

Effective combination antiretroviral therapy (cART) leads to the control of HIV replication and disease 
progression in HIV-infected patients (1, 2). Yet, a reservoir of latently infected CD4+ T cells persists 
despite effective cART and can rapidly re-establish high viremia following treatment interruption 
(3–6). Hence, characterization of latently infected CD4+ T cells is required for the design of thera-
peutic strategies to target HIV reservoirs. In this respect, a recent study showed that the Fc receptor 
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CD32a (also known as FcγRIIa) could be a critical marker for a 
substantial portion of the latently HIV-infected CD4+ T cells that 
harbor replication-competent proviruses (7). However, CD32a 
expression was also reported on CD4+ T  cells displaying HIV 
replication and on CD4+ T  cells from healthy donors (8–11), 
leading to controversy over the relevance of this marker for the 
characterization of latent HIV reservoirs. Moreover, CD4+ T cells 
include naive, effector, and memory populations that are differen-
tially expanded and infected by HIV, in particular during primary 
infection (12, 13). Thus, evaluating the heterogeneity of CD32a+ 
CD4+ T  cells in early HIV infection, before and after effective 
cART, could be helpful to better characterize the relationship 
between CD32a expression and HIV infection.

Here, we carried out a pan-leukocyte analysis of CD32a expres-
sion by mass cytometry to assess CD32a+ CD4+ T-cell diversity 
in primary HIV-infected patients longitudinally collected before 
and after 12  months of effective cART. We then compared dif-
ferences in the abundance of the identified CD32a+ CD4+ T-cell 
subpopulations among all HIV+ stages and under healthy condi-
tions. CD32a is generally found on myeloid cells but also appears 
to be specifically found on a subpopulation of CD4+ T cells associ-
ated with HIV persistence (7). Thus, our pan-leukocyte analysis 
included lymphoid and myeloid markers that could help to better 
characterize the phenotype and heterogeneity of CD32a+ CD4+ 
T cells. In this respect, we explored the expression of inhibitory and 
activating leukocyte immunoglobulin-like receptors (LILRs) that 
are distantly related to FcRs (14). LILRs are mainly distributed on 
myeloid cells, but some members are also found on T-cell subsets, 
similar to FcRs (15–18). Moreover, LILRs can directly regulate the 
activity of CD32a and CD64 (19–22) and play an important role 
in the dysregulation of immune responses against HIV (23–26).

Previous studies analyzed CD32 expression with only a pan-
CD32 antibody. We thus also included antibodies that discrimi-
nate CD32a from CD32b to unambiguously identify CD32a+ 
CD4+ T cells. We also investigated the expression of CD16 and 
CD64, belonging to the FcR family, within the CD32a+ CD4+ 
T-cell population.

Here, we show that primary HIV and cART stages are associated 
with a higher proportion of CD32a+ CD4+ T cells, co-expressing 
LILRA2 and CD64, among naïve (TN), central memory (TCM), 
and effector/memory (TEff/Mem) subpopulations. In addition, we 
found that a subset of activated TEff/Mem CD32a+ LILRA2+ CD57+ 
NKG2C+ cells was more abundant in all HIV stages and positively 
correlated with HIV DNA levels.

Altogether, our results unravel the diversity of CD32a+ CD4+ 
T  cells and the various phenotypic changes that occur during 
early immune responses against HIV and after effective cART.

resUlTs

Mass cytometry analysis reveals  
the Diversity of cD32a+ cD4+ T-cell 
Populations among hiV-infected Patients 
and healthy Donors
We characterized the heterogeneity of CD32a+ CD4+ T-cell 
populations in primary HIV-infected patients, before and after 

effective cART, as well as in healthy donors, using a pan-leukocyte 
mass cytometry panel of 35 markers. For this purpose, a first 
group of six patients were longitudinally sampled at the time of 
diagnosis, in the primary phase of HIV infection (primary HIV), 
and after 12 months of successful cART (HIV cART). Primary 
HIV infection referred to blood samples collected between 18 and 
30 days after HIV infection (Fiebig stage III/IV) with a high-level 
plasma viral load (number of copies/ml  >  200,000) including 
parameters described by Krastinova et al. (27).

A second group of individuals was comprised of six healthy 
HIV-negative donors (healthy) (Figure 1A). Clinical characteris-
tics of these groups are shown in Table 1. The pan-leukocyte mass 
cytometry panel included markers for lymphoid and myeloid cells, 
migration and adhesion markers, and activating and inhi bitory 
immunoreceptors (Figure 1B). CD32 includes highly homologous 
isoforms (15). We thus used monoclonal antibodies that specifi-
cally recognize either CD32a (clone IV.3) or CD32b (clone 2B6) 
to avoid misinterpretation of the data (Table S1 in Supplementary 
Material). The specificity of these antibodies was confirmed by the 
detection of CD32a, but not CD32b, on monocytes and CD32b 
on only B cells (Figure S1 in Supplementary Material), in agree-
ment with previous studies (15). Thus, our results unambiguously 
reflect CD4+ T cells expressing CD32a protein on their surface.

We applied a gating strategy to select the whole CD4+ T-cell 
population (CD19−, CD3+, CD8−, and CD4+) from total leuko-
cytes (CD45+) (Figure S2 in Supplementary Material). We next 
characterized the simultaneous expression of the markers from 
our panel on total CD4+ T cells by performing a Spanning-tree 
Progression Analysis of Density-normalized Events (SPADE) (28). 
The SPADE algorithm aims to identify cell clusters with similar 
expression of selected markers, regardless of the sample cell origin 
(29). We benchmarked a set of parameters (as described in sec-
tion “Materials and Methods”) to optimize the SPADE analysis. 
We obtained 322 CD4+ T-cell clusters from all cell samples, after 
excluding a few contaminant myeloid cell clusters, and generated 
a heatmap representing their respective relative marker expression 
(Figure S3 in Supplementary Material). The range of expression for 
each marker (5th to 95th percentiles of expression) is represented 
using a gradient color scale ranging from white (not expressed) 
to dark red (highly expressed) (Figure S4 in Supplementary 
Material). Some CD4+ T-cell clusters exhibited CD32a at their 
surface at various levels, as previously reported (7).

HIV latency was proposed to be associated with increased 
expression of CD32a (7). We thus focused on CD4+ T-cell clusters 
displaying high levels of CD32a (CD32a+), indicated on the heatmap 
in red and dark red (Figures S3 and S4 in Supplementary Material), 
and generated a second heatmap representing only CD32a+ CD4+ 
T-cell clusters (Figure  2A). The total number of cells (from all 
conditions) associated with each CD32a+ CD4+ T-cell cluster was 
quantified (Figure S5 in Supplementary Material). Characterization 
of these clusters revealed heterogeneous phenotypes within 
CD32a+ CD4+ T cells that were associated with naive (TN: CCR7+ 
CD45RA+), central memory (TCM: CCR7+ CD45RA−), and effector/
memory (TEff/Mem: CCR7− CD45RA−) subsets (Figure 2A). Further 
analysis showed that among CD32a+ CD4+ T-cell clusters, HIV+ 
patients under cART displayed a significantly higher proportion 
of TCM than TN (p = 0.016) (Figure S6 in Supplementary Material). 

https://www.frontiersin.org/Immunology/
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/Immunology/archive


FigUre 1 | Study design and mass cytometry panel. (a) Schematic representation of the study design. Two groups of individuals were studied. The first group 
corresponds to HIV-infected patients collected during primary HIV infection, diagnosed within 30 days post-infection (primary HIV), and after 12 months of 
combination antiretroviral therapy (HIV cART). The second group corresponds to healthy donors (healthy). Blood samples were collected from the two groups of 
individuals and PBMCs isolated for mass cytometry analysis. (B) Pan-leukocyte mass cytometry panel, including 35 parameters, used to characterize CD32a+ CD4+ 
T-cell diversity in leukocytes from PBMC samples. Markers used for Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized Events (SPADE) clusterization of 
CD4+ T cells are indicated in blue. Non-SPADE clustering markers are indicated in gray.
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These subsets of CD32a+ CD4+ TCM and TN represented an average 
of 5.25 and 1.01% of HIV cART CD4+ T cells, respectively. CD32a 
was also expressed on CD4+ T cells from healthy donors (Figure 
S6 in Supplementary Material). In healthy donors, the proportion 
of CD32a+ CD4+ T cells was significantly higher among TCM than 
TN (p  =  0.034), similar to HIV cART patients, representing an 
average of 3.37 and 1.20% of CD4+ T  cells, respectively (Figure 
S6 in Supplementary Material). The percentages of CD32a+ CD4+ 
TN, TCM, and TEff/Mem also varied in primary HIV+ patients, but the 
differences were not statistically significant.

These results show that CD32a+ CD4+ T cells are present in 
HIV+ patients, as well as healthy donors, and are contained within 
heterogeneous populations showing naive, central memory, or 
effector/memory phenotypes that may be differentially affected 
by HIV infection.

clusters of lilra2+ cD32a+ cD4+ T cells 
are More abundant in hiV-Primary 
infection and after effective carT
We determined whether HIV infection was associated with 
specific CD32a+ CD4+ T-cell clusters by characterizing the 

differentially abundant clusters (DACs) between two conditions, 
including primary HIV vs. healthy donors, HIV cART vs. healthy 
donors, and primary HIV vs. HIV cART (Figure 2B). DACs were 
identified based on their cell abundance relative to that of CD32a+ 
CD4+ T cells. DACs showing a significantly (p < 0.05) higher cell 
proportion in each HIV+ stage (primary HIV and cART) vs. 
healthy donors (red arrows) were selected for further analysis.

Five DACs (#5, #258, #136, #86, and #261) were significantly 
more abundant in HIV+ patients in primary infection and after 
cART than in healthy donors (Figures  3A,B). One, cluster #5, 
was also significantly (p = 0.045) more abundant in primary HIV 
infection than after cART (Figure  3A). This cluster displayed 
an activated TEff/Mem (CCR7− CD45RA− HLA-DRmid CD38+) 
phenotype, expressing the activating immune-receptor LILRA2 
and the high-affinity IgG receptor CD64. Cluster #5 was also 
characterized by the expression of CD57, which is associated 
with replicative senescence, NKG2C-activating receptor, and the 
HIV-restriction factor CD317 (also known as BST2 or Tetherin) 
(Figure 3A).

We also analyzed the phenotype of the four other DACs that 
showed statistically significant differences in abundance between 
HIV-infected patients and healthy donors (Figure 3B). Two (#258 
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TaBle 1 | Summary of patient and subject clinical parameters.

Primary hiV 
(n = 6)

→ hiV carT 
(n = 6)

healthy 
(n = 6)

Age 34
(24–47)

35
(25–48)

35
(25–45)Median (min–max), in years

Gender M M M

Days since HIV-1 diagnosis 28
(18–29)

361
(290–372)

N/A
Median (min–max), in days

Treatment None cART None

HIV DNA 3.55
(2.90–3.90)

2.21
(1.39–2.74)

N/A
Median (min–max), in  
log10 copies/106 PBMCs

HIV RNA load 6.67
(5.47–7.26)

1
(1–1.63)

N/A
Median (min–max), in  
log10 copies/ml of plasma

CD4+ T-cell count 470
(258–669)

843
(570–1,247)

856
(634–1,412)Median (min–max),  

in 103 cell/μl of blood

Twelve Caucasian men were involved in this study to constitute two groups of 
individuals. These groups are composed of six primary HIV-infected patients before 
treatment (primary HIV) and after 12 months of combination antiretroviral therapy 
(HIV cART) and six healthy subjects (healthy). The gender and median patient age, 
days since HIV-1 diagnosis, total DNA level, RNA viral load, and CD4+ T-cell count are 
indicated for each group.
cART, combination antiretroviral therapy; N/A, not applicable; M, male.
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portion of T  cells from healthy donors were previously found 
to express CD32 (9–11). We thus focused on DACs that were 
significantly less abundant in primary HIV and cART patients 
than in healthy donors (Figures 3C,D).

Six DACs (#241, #162, #312, #243, #188, and #142) were 
significantly less abundant in all HIV+ stages than in healthy 
donors (Figures 3C,D). Clusters #241 and #162 were also signifi-
cantly less abundant in primary HIV infection than after cART 
(Figure 3C). These clusters displayed a resting TEff/Mem phenotype 
(CCR7− CD45RA− HLA-DRmid CD38−) and highly expressed 
CD161 (Figure 3C). Moreover, they also showed medium expres-
sion of CD64, CX3CR1, and CD33 (high for cluster #241). Cluster 
#241 also displayed medium expression of CD317, CD32b, and 
CD11c (Figure 3C).

The four other DACs (#312, #243, #188, and #142) showed no 
statistical difference in abundance between primary HIV-infected 
patients before and after effective cART (Figure 3D). Two DACs, 
clusters #312 and #243, were associated with a resting TCM phe-
notype (CCR7+ CD45RA− HLA-DRmid CD38−), with medium 
expression of CD64, CX3CR1, LILRB4, and CD33 for cluster 
#243 (Figure 3D). Finally, clusters #188 and #142 displayed an 
activated (HLA-DRmid CD38+) and resting (HLA-DRmid CD38−) 
TN profile (CCR7+ CD45RA+/mid), respectively. They also showed 
expression of CD64, CX3CR1, and CD33, with cluster #188 co-
expressing LILRB4 and PD-L1 and cluster #142 co-expressing 
CD86, CD161, and CD14.

Our data show that the proportion of CD32a+ CD4+ T-cell 
clusters with specific resting memory or resting/activated naive 
phenotypes in healthy donors are significantly reduced during HIV 
infection. In contrast to the HIV-associated subsets, these clusters 
showed low expression of CD64 and no expression of LILRA2. This 
suggests that LILRA2 expression may be associated with CD32a+ 
CD4+ T  cells that are preferentially preserved, differentiated, 
and/or expanded from primary HIV infection to the cART stage. 
Finally, our data also demonstrate that TEff/Mem CD32a+ LILRA2− 
CD161+ clusters are less represented during primary HIV infection 
than under cART and healthy conditions, suggesting that early  
infection induces their depletion or phenotypic modification.

cell abundance of the lilra2+ cD32a+ 
cD4+ T-cell cluster #5 correlates With  
hiV Dna levels
The total amount of HIV DNA in PBMCs has been shown to 
correlate with the size of HIV reservoir (30). Therefore, we next 
investigated whether the abundance of CD32a+ CD4+ T cells was 
associated with HIV DNA in PBMCs. There was no correlation 
between HIV DNA levels and the percentage of total CD32a+ cells 
among CD4+ T  cells (Figure S7A in Supplementary Material), 
in accordance with previous studies (10, 11). Thus, we further 
investigated the association of HIV DNA levels with the abun-
dance of cell populations at the cluster level. Correlations were 
based on the number of cells associated with each cluster relative 
to the number of cells in the parent population, corresponding, 
respectively, to CD32a+ CD4+ T cells or CD4+ T cells.

Among the CD32a+ CD4+ T-cell clusters, 10 significantly 
(Pearson correlation coefficient > 0.65, p < 0.05) correlated with 

and #136) also displayed a TEff/Mem phenotype (CCR7− CD45RA−), 
expressing LILRA2, CD64, and CX3CR1 (Figure 3B). However, 
cluster #258 showed an activated phenotype (HLA-DR+ CD38mid), 
with co-expression of CD57, NKG2C, CD317, CD161, CD33, and 
CD11c, whereas cluster #136 displayed a resting profile (HLA-
DRmid CD38−), with medium expression of PD-L1. Finally, cluster 
#86 showed a resting TCM phenotype (CCR7mid CD45RA− HLA-
DRmid CD38−), co-expressing LILRA2, CD64, and CX3CR1, and 
cluster #261 was associated with an activated TN profile (CCR7+ 
CD45RAmid HLA-DRmid CD38mid), co-expressing immunomodu-
latory receptors LILRA2, CD64, CX3CR1, LILRB4, CD32b, 
CD161, CD33, costimulatory/inhibitory molecules CD86 and 
PD-L1, and HIV-restriction factor CD317.

Our analysis demonstrates that specific LILRA2+ CD64+ 
CD32a+ CD4+ T-cell clusters, characterized by naive and memory 
T-cell phenotypes, were more abundant in HIV+ patients from 
the early phase of infection. Among these clusters, the activated 
TEff/Mem CD32a+ LILRA2+ CD57+ NKG2C+ cluster (#5) showed 
a gradient of abundance which was lowest in healthy samples, 
higher in those undergoing cART, and highest in those with a 
primary HIV infection. These data suggest that the increase in 
the proportion of the activated TEff/Mem CD32a+ LILRA2+ CD57+ 
NKG2C+ subset occurred early during HIV infection and that 
it remained elevated, but to a lesser extent, after effective cART.

The Proportion of the lilra2− cD32a+ 
cD4+ T-cell subset is lower in Primary 
hiV infection and carT stages Than in 
healthy condition
We also investigated whether some clusters of CD32a+ CD4+ 
T cells were more abundant in healthy individuals, since a small 

https://www.frontiersin.org/Immunology/
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/Immunology/archive


FigUre 2 | Phenotypic landscape and variation in cell abundance of CD32a+ CD4+ T-cell clusters from HIV-infected and healthy donor samples. (a) Heatmap 
showing relative marker expression for CD32a+ CD4+ T-cell clusters. The mean of the median expression of each marker was determined and classified using  
a five-tiered color scale, from white (not expressed) to dark red (highly expressed), according to their range of expression (5th to 95th percentile) throughout the 
dataset. Clustering markers are shown in blue. Hierarchical clustering of both the cell clusters and clustering markers were performed and represented using 
dendrograms. (B) Chart summarizing the clusters showing significantly different cell abundances between the biological conditions [differentially abundant  
clusters (DACs)]. For each comparison of corresponding DACs, red arrows indicate an increase in the abundance of the cell cluster, whereas green arrows  
indicate a decrease in abundance, for the left condition relative to that on the right.
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HIV DNA levels (Figure  4A). Six were differentially abundant 
between HIV+ and healthy conditions (Figure  2B). Among 
them, clusters for which the abundance negatively correlated 
with HIV DNA levels were those previously identified as rest-
ing TEff/Mem #241 and #162, TCM #312 and #243, and TN #142 
clusters. However, these clusters did not negatively correlate 
with HIV DNA levels among CD4+ T-cell clusters (Figure 4B). 
Our analysis revealed only cluster #5 was differentially abundant 
between HIV+ and healthy conditions and positively correlated 
with HIV DNA levels (Pearson correlation coefficient =  0.690, 
p = 0.0015) (Figure 4; Figure S7B in Supplementary Material). 
This correlation was observed among both CD32a+ CD4+ and 
CD4+ T-cell clusters (Figure 4). Cluster #5 also showed unique 
significant differences in abundance relative to CD4+ T  cells 
between all conditions (Figure S8A in Supplementary Material). 
This activated TEff/Mem CD32a+ LILRA2+ CD57+ NKG2C+ subset 
represented an average of 0.37% of primary HIV CD4+ T cells 
vs. only 0.1 and 0.01% under HIV cART and healthy conditions, 
respectively (Figure S8A in Supplementary Material). We also 
determined the percentages of cells (relative to CD4+ T  cells) 

associated with the clusters described in Figure 3 (Figures S8B–D 
in Supplementary Material).

We further characterized the phenotype of this activated  
TEff/Mem CD32a+ LILRA2+ CD57+ NKG2C+ subset by quantifying 
differences in marker expression between this subset and all CD4+ 
T cells by the Kolmogorov–Smirnov distance (KS) (Figure S9 in 
Supplementary Material). CD57 showed the highest difference 
between cluster #5 and the whole set of CD4+ T cells (KS = 0.9214). 
The next most distant markers were CCR7 (KS = 0.6434), CD32a 
(KS  =  0.6387), CD45 (KS  =  0.5899), NKG2C (KS  =  0.5892), 
CD38 (KS = 0.4817), HLA-I (KS = 0.4619), CD64 (KS = 0.3763), 
LILRB1 (KS = 0.3130), and LILRA2 (KS = 0.3036). These results 
are consistent with the phenotypic characterization of cluster #5 
displayed in the heatmap representation (Figure 2A). Moreover, 
these data provide further details on the specificity of the markers 
associated with this cluster that could be helpful for cell sorting.

Overall, our results show that the abundance of the LILRA2+ 
CD32a+ CD4+ T-cell cluster, displaying an activated TEff/Mem pheno-
type and co-expressing CD57, NKG2C, and CD317 positively 
correlated with HIV DNA levels.
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FigUre 3 | Characterization of CD32a+ CD4+ T-cell clusters showing significant differences in cell abundance for HIV+ conditions. (a) Graph showing the cell 
abundance of the cluster #5 relative to CD32a+ CD4+ T cells for all samples, and heatmap representation illustrating the phenotype of this cluster. Cluster #5 was 
significantly more abundant under primary HIV (circle) and HIV cART (square) than healthy (triangle) conditions. This cluster was also more abundant under primary 
HIV than HIV cART conditions. (B) Graph showing the cell abundance of the clusters #258, #136, #86, and #261 relative to CD32a+ CD4+ T cells for all samples, 
and heatmap representation of the phenotype of these clusters. These clusters were significantly more abundant under primary HIV and HIV cART than healthy 
conditions. (c) Graph showing the cell abundance of the clusters #241 and #162 relative to CD32a+ CD4+ T cells for all samples, and heatmap representation 
showing the phenotype of these clusters. Clusters #241 and #162 were significantly less abundant under primary HIV and HIV cART than healthy conditions.  
These clusters were also less abundant under primary HIV than HIV cART conditions. (D) Graph showing the cell abundance of the clusters #312, #243 #188, and 
#142 relative to CD32a+ CD4+ T cells for all samples, and heatmap representation showing the phenotype of these clusters. These clusters were significantly less 
abundant under primary HIV and HIV cART than healthy conditions. In the abundance graph representations, samples from the same HIV-infected patients were 
represented in the same color. For each condition, the mean cell abundance is indicated (black lines). Statistical differences between conditions were calculated 
using an unpaired Student’s t-test with a p-value threshold of 0.05. For heatmap representations, the relative marker expression for each cluster was indicated by  
a five-tiered color scale ranging from white (not expressed) to dark red (highly expressed).
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DiscUssiOn

A previous study has proposed CD32a as a specific marker of 
CD4 T latently infected cells (7). However, CD32a was also 
reported on CD4+ T cells showing HIV replication and on CD4+ 
T cells from healthy donors; suggesting a complex relationship 
between HIV infection and CD32a expression on CD4+ T cells 
(8–11). Here, we aimed to better characterize the heterogeneity 
and abundance of CD32a+ CD4+ T  cells in various conditions 
including primary HIV infection, cART, and healthy conditions. 
Indeed, CD4+ T cells include various subsets that are selectively 
activated during early HIV infection, resulting in changes in 

protein expression and clonal expansion. In addition, CD4+ 
T-cell subsets are differentially infected and killed by HIV, thus 
increasing the complexity of their dynamics during the infection.

High-dimensional analyses are critical for disentangling the 
numerous cellular and molecular events induced by HIV infec-
tion. Our mass cytometry panel included typical and atypical 
T-cell markers that may be associated with the uncommon 
expression of CD32a on CD4+ T  cells during HIV infection. 
Moreover, all previous studies carried out flow-cytometry analy-
sis using a pan anti-CD32 antibody that binds both CD32a and 
CD32b receptors, possibly leading to misinterpretation of the 
data (7, 10). We thus included antibodies that make it possible 
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FigUre 4 | Correlation analyses of CD32a+ CD4+ and CD4+ T-cell cluster abundances with HIV DNA levels. (a,B) Correlations were based on the number of cells 
associated with each cluster relative to the number of cells in the parent population, corresponding to CD32a+ CD4+ T cells or CD4+ T cells, respectively. Clusters 
having an abundance positively (right) or negatively (left) correlated with total HIV DNA levels are represented in red. The two-dimensional charts represent the 
association between the cell abundance and total HIV DNA for each cluster using the Pearson correlation coefficient and associated p-value. Each dot in the 
representation corresponds to a cell cluster. Significantly correlated clusters are indicated in red with a Pearson correlation coefficient > 0.65 and a p-value < 0.05. 
The size of the dot is proportional to the number of cells of the whole dataset associated with the cluster. The Pearson correlation coefficient is represented on the 
X-axis and the associated p-value, shown as −log10, on the Y-axis. Cluster #5 is indicated in bold.
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to clearly distinguish CD32a from CD32b isoforms (Figure S1 in 
Supplementary Material). Hence, our data unambiguously reflect 
CD4+ T cells expressing CD32a, but not CD32b, protein on their 
surface (Figure 2A).

Our study showed that CD32a+ CD4+ T cells can be found not 
only in HIV+ patients but also in healthy donors and encompass 
heterogeneous populations. Indeed, we detected CD32a+ CD4+ 
T cells from HIV-infected patients and healthy donors within TCM, 
TEff/Mem, and TN subsets. Under cART and healthy conditions, the 
proportion of CD32a+ TCM was significantly higher than CD32a+ TN 
(Figure S6 in Supplementary Material). These data are in accordance 
with previous reports showing CD32 expression on small subsets 
of CD4+ or CD8+ T cells from healthy donors (9–11). Moreover, 
we also showed that some CD32a+ CD4+ T-cell subsets were more 
abundant under healthy than HIV+ conditions (Figures  3C,D). 
Such subsets of CD32a+ CD4+ T cells may be more prone to deple-
tion or modification of protein expression during HIV infection, 
resulting in the negative correlation of their abundance with total 
HIV-DNA levels observed in our study (Figure 4A).

We analyzed the abundance of CD32a+ CD4+ T-cell clusters 
in HIV+ patients in the primary-infection phase and after effec-
tive cART and compared them with those from healthy donors 
(Figure 3). CD32a+ CD4+ T-cell clusters co-expressing LILRA2 
and CD64 were highly represented in all HIV+ stages, in contrast 
to healthy conditions. Conversely, the proportion of CD32a+ CD4+ 
T-cell clusters with lower CD64 and negative LILRA2 expression 
was higher under healthy conditions. These data suggest that 
LILRA2 expression may be associated with CD32a+ CD4+ T cells 
that are preserved, differentiated, and/or expand in primary HIV 
infection and maintained after effective cART. A previous study 
reported that LILRA2 is expressed by monocytes and neutrophils 
and recognizes bacterially cleaved immunoglobulin, leading to 
the activation of signaling pathways and subsequent immune 
responses (31). Thus, CD64+ LILRA2+ CD32a+ CD4+ T-cell popu-
lations that increase in proportion during primary HIV infection 
and cART treatment may be more prone to activation through 
the engagement of CD32a, CD64, or LILRA2 activating receptors. 
Given that CD4+ T  cells can uptake membrane fragments dur-
ing cell–cell interactions through a process named trogocytosis 
(32, 33), it is also possible that the expression of uncommon myeloid 
markers on the surface of CD32a+ CD4+ T cells could result from 
intercellular membrane exchanges. Analysis of the distribution of 
these molecules on CD4+ T cells by confocal microscopy but also 
characterization at mRNA level should be helpful to determine 
the implication of trogocytosis in the unusual markers found on 
CD32a+ CD4+ T cells.

Among LILRA2+ CD32a+ CD4+ T-cell clusters that were more 
abundant in HIV+ stages, only cluster #5 was also more abundant 
during primary HIV infection than during cART treatment. 
This cluster showed an Eff/Mem phenotype and displayed high 
expression of CD38, CD57, NKG2C, and CD317 restriction fac-
tor for HIV that retains nascent virions at the cell surface, thus 
preventing their release (34). Expression of NKG2C was reported 
on a rare CD4+ T-cell population in pathological situations, 
such as multiple sclerosis or cytomegalovirus (CMV) infection 
(35, 36). In addition, the expression of CX3CR1 was reported on 
CMV-specific CD4+ T cells in patients showing HIV-associated 

atherosclerosis (37). In this regard, CMV serological status was 
assessed in HIV+ samples and demonstrated that patients were 
already positive for IgG (but not IgM), indicating they were not 
in the primary stage of CMV infection. In addition, no clinical 
parameters associated with CMV reactivation were detected dur-
ing our study, ruling-out the implication that cluster abundance 
modification was a result of CMV activity.

Previous studies based on classical CD4+ T-cell markers could 
not detect any correlation between the percentage of CD32+ CD4+ 
T-cell subsets and the amount of HIV DNA (10, 11). We found a 
single cluster (#5) that positively correlated with HIV DNA levels, 
not only among the CD32a+ CD4+ T-cell clusters but also the CD4+ 
T-cell clusters (Figure 4; Figure S7B in Supplementary Material). 
These results suggest that not all CD32a+ CD4+ T cells are associ-
ated with HIV DNA, but only specific subsets, including the 
activated TEff/Mem CD32a+ LILRA2+ CD57+ NKG2C+ subset. The 
abundance of this subset was significantly higher in HIV+ samples 
than those from healthy donors and also higher in primary HIV 
infection than after cART. It was previously reported that the total 
amount of HIV DNA reflects the global HIV reservoir (30). Thus, 
due to its formation during the early stages of HIV infection and its 
maintenance under cART, this CD32a+ LILRA2+ CD57+ NKG2C+ 
TEff/Mem cluster displaying an activated profile may contribute to 
HIV persistence as an active reservoir. However, our analysis does 
not directly show the presence of higher levels of HIV DNA in 
CD4+ T cells belonging to this cluster. Moreover, total HIV DNA 
included integrated and non-integrated viral genomes coding for 
both competent and defective viruses. Therefore, future studies 
with purified CD32a+ CD4+ T cells are required to determine if 
there is an enrichment with HIV DNA within this cluster and if 
this DNA supports viral transcription.

Our analysis also revealed that numerous CD32a+ CD4+ T-cell 
clusters show expression of HLA-DR. These data are in agreement 
with a recent study demonstrating that a high portion of CD32+ 
CD4+ T  cells from HIV-infected patients under cART express 
HLA-DR (38). In this regard, most of the samples analyzed in 
our study were collected from HIV+ patients under cART, or in 
early phase of HIV infection (before cART), which is associated 
with enhanced immune activation and high viral load. Hence, 
it is likely that the samples acquired from HIV+ patients may 
account for the elevated number of HLA-DR+ CD32a+ CD4+ 
T-cell clusters found in our analysis. Moreover, concordantly with 
the study from Abdel-Mohsen et al., our results show that some 
activated, and not resting, CD32a+ CD4+ T-cell clusters positively 
correlated with the level of HIV DNA (38).

In conclusion, our results unravel the landscape and abun-
dance modifications of CD32a+ CD4+ T cells induced from early 
HIV infection to effective cART. Overall, this study brings a new 
view of CD32a+ CD4+ T cells during HIV infection that could be 
helpful in the discussions about HIV persistence and reservoirs.

MaTerials anD MeThODs

study subjects and ethics statements
All 12 subjects gave written informed consent to participate in  
the study. This study involved patients with primary HIV-1 
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infection enrolled in the French ANRS CO6 PRIMO cohort, 
which was approved by the Ethics Committee of Cochin 
Hospital. Patients were enrolled in the study if HIV infection 
was estimated to have occurred less than 30 days previously. All 
patients were antiretroviral naive and were negative for hepatitis 
B and C viruses. Even though the HIV+ patients show previ-
ous CMV infection (IgM−/IgG+), there were no clinical signs 
of reactivation of CMV since HIV diagnosis. Blood samples 
were collected at enrollment. Patients were then placed under 
antiretroviral treatment, and 12 months later, new blood samples 
were collected. The plasma HIV-RNA load was measured, as well 
as the number of total HIV-DNA copies per million PBMCs. 
CD4+ T cells were also counted for each sample before and after 
cART. All primary HIV-infected patients showed a viral load 
of fewer than 50 copies of viral RNA/ml and had more than 
500 CD4+ T cells/μl of blood once under cART. This study also 
involved blood samples of healthy subjects obtained from the 
Etablissement Français du Sang.

sample Processing and storage
PBMCs from each sample were isolated by Ficoll density gradient 
centrifugation. The number of viable PBMCs was determined 
using an automated blood counter (Vi-Cell/Beckman Coulter). 
Approximately 10 million PBMCs were put in a cryotube with 
90% heat-inactivated FBS (Eurobio) and 10% DMSO (Sigma).  
All samples were stored at −150°C in cryotubes.

hiV Dna Quantification
Total HIV DNA was quantified in PBMCs by qPCR (Biocentric, 
Bandol, France), as previously described (39).

antibodies
Antibodies (listed in Table S1 in Supplementary Material) were 
either pre-conjugated from the manufacturer (Fluidigm, San 
Francisco, CA, USA) or conjugated in-house with the appropriate 
metal isotopes. Between 200 and 400 µg pure mAbs (carrier-protein- 
free) from various manufacturers were coupled to Lanthanide 
from the MaxPar Antibody Labeling Kit X8 4Rxn (Fluidigm). 
Conjugated Abs were adjusted to 1 µg/µl in Ab Stabilizer Solution 
(Candor, Biosciences, Wangen, Germany), supplemented with 
0.01% sodium azide (Santa Cruz Biotechnology), and stored 
at 4°C. Abs conjugated in-house, as well as those obtained pre-
conjugated, were titrated and validated on samples that were 
processed identically to those used in the study.

cell staining
All samples were stained on the same day with the same batch 
of antibodies and acquired within 1 day to avoid batch effects 
and instrument signal fluctuations. Cells were thawed, and 
200 µl of the suspension containing 5 × 106 PBMCs transferred 
per well. PBMCs were incubated 20  min at 37°C with 1  µM 
Rhodium DNA-intercalator (Fluidigm). Cells were then washed 
twice with staining buffer (BD Biosciences) and stained with 
the primary surface antibody mix in a total volume of 60  µl 
staining buffer. Cells were incubated for 1 h at 4°C and washed 
twice. The secondary surface antibody mix was added to the 
cells in a total volume of 50 µl staining buffer and incubated 

for 15  min at 4°C. After two washes, cells were resuspended 
in 200  µl 1.6% PFA (EMS 15710) in PBS (Invitrogen) and 
incubated 20  min at 4°C. Cells were then washed twice in 
permeabilization buffer (eBioscience) and incubated 30  min 
at 4°C in 200  µl permeabilization buffer with 1  µM Iridium 
DNA-intercalator (Fluidigm). After two washes, PBMCs were 
incubated at 4°C overnight in 200  µl 1.6% PFA with 0.1  µM 
Iridium DNA-intercalator. For acquisition, cells were washed 
once with staining buffer, once with PBS, and twice with ddH2O 
and filtered through a cell strainer cap of a 5-ml polystyrene 
round-bottom tube (BD Biosciences). Fifty microliters of 
normalization beads (Fluidigm) were added to each sample. 
Then, samples were acquired using a mass cytometer (CyTOF; 
Fluidigm) following the standard procedure recommended by 
the manufacturer. An average of 207,233 ± 17,141 events was 
acquired per sample.

Data normalization
Raw cytometry profiles generated by CyTOF were normalized 
with the MatLab Compiler software normalizer (40), using the 
signal from the normalization beads, as recommended by the 
software developers.

Manual gating of cD45+ cD4+ T cells
Normalized events were gated to exclude doublets and triplets 
from the analysis by selecting cells with only one Iridium level. 
Then, beads added for normalization and dead cells were removed 
by selecting cells negative for Cerium (Ce140) and Rhodium, 
respectively. Finally, leukocytes were selected based on the posi-
tive expression of CD45. CD4+ T cells were then selected based 
on the expression of CD3, CD19, CD4, and CD8 (Figure S2 in 
Supplementary Material). After this gating strategy, an average of 
28,305 ± 3,375 cells remained per sample.

automatic identification of cell clusters
The automatic identification of cell clusters was performed using 
SPADE with the publicly available R package. We observed large 
differences in the number of manually gated CD4+ T cells in each 
sample, ranging from 6,864 to 53,599 cells. We avoided over-
representation of cell populations present in samples with a high 
number of cells by first randomly selecting 6,864 cells for each 
sample. This number corresponded to the sample with the lowest 
number of cells. These uniformly down-sampled events were 
up-sampled at the end of the SPADE analysis to better ascertain 
the phenotype of identified clusters. The SPADE heatmap was 
generated using 32 clustering markers (shown in blue Figure 1B). 
CD8 and CD19 were discarded from the SPADE analysis as we 
used them to pre-select CD4+ T  cells and CX3CR1 was not 
included in the set of clustering markers due to high heterogene-
ity of expression among samples. SPADE was parametrized to 
identify 350 cell clusters using a down-sampling parameter of 
40%. These parameters were found to be the most efficient to 
obtain clusters with uniform phenotypes with a sufficient number 
of associated cells by SPADEVizR (29). Uniform clusters were 
defined as those with unimodal density expression (Hartigan’s 
dip test) and a low range of expression (IQR < 2) for all clustering  
markers.
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Phenotypic characterization of identified 
cell clusters
The phenotypic categorization of the 350 cell clusters was per-
formed using SPADEVizR (29), based on the average median 
expression of each marker for all individuals. Marker expression 
was classified into five relative expression categories. The cate-
gories were defined based on the range of expression (5th to 
95th percentile) of each marker relative to that of CD4+ T cells. 
The marker intensity ranges were then divided into five uniform 
categories representing negative, low, medium, high, and very 
high marker expression and represented using a color scale 
ranging from white to dark red on the heatmaps. Hierarchical 
clustering was computed based on the Euclidian distance, using 
the complete linkage method.

Clusters displaying a myeloid phenotype were identified 
among the 350 cell clusters and removed from the SPADE analy-
sis, leaving only CD4+ T-cell clusters. In addition, clusters with 
less than 40 cells were also removed from the analysis, as their 
phenotypes could not be assessed accurately. Thus, 322 CD4+ 
T-cell clusters remained from the 350 SPADE clusters. Finally, 
CD4+ T-cell clusters displaying high or very high expression of 
CD32a (named CD32a+) were selected to perform all analyses.

Detailed phenotypic characterization of cluster five relative to 
other CD4+ T-cell clusters was performed using CytoCompare 
(41), based on the KS, using a threshold of 0.30.

identification of Dacs and correlating 
clusters
Differentially abundant clusters were identified using SPADEVizR 
(29), based on the percentage of cells in the clusters relative to 
total CD32a+ CD4+ T  cells by unpaired Student’s t-tests with 
a fold-change threshold of 2 and a p-value threshold of 0.05. 
Correlated clusters (CCs) were identified based on the percent-
age of cells in clusters relative to either CD32a+ CD4+ or CD4+ 
T cells that correlated with total HIV DNA levels. CCs were also 
identified using SPADEVizR and based on the Pearson correla-
tion coefficient with a threshold of 0.65 and a p-value < 0.05.

Data availability
Normalized cytometry profiles are available on the FlowRepository 
database through accession number FR-FCM-ZYGJ.
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FigUre s1 | Characterization of CD32a and CD32b antibody specificity by 
mass cytometry. Representative analysis of metal-conjugated CD32a-Dy161 
(upper panels) and CD32b-Sm149 (lower panels) antibody staining of 
monocytes, B cells, and CD4+ T cells performed on PBMCs from one  
healthy donor (out of six) using FlowJo software.

FigUre s2 | Gating strategy used to identify CD4+ T cells. “Singlets” were 
identified using cell length vs. Ir191-DNA intercalator and calibration beads  
were excluded (cells no beads). Living leukocytes were identified by selecting 
Rhodium (Rh103)Di-negative cells and then CD45+ cells. Finally, CD4+ T cells 
were identified by gating on CD3+ CD19− and then CD4+ CD8− cells.

FigUre s3 | Phenotypic landscape of CD4+ T-cell Spanning-tree Progression 
Analysis of Density-normalized Events (SPADE) clusters. A heatmap showing 
relative marker expression for SPADE clusters was generated. The mean of the 
median expression of each marker was determined and classified in a five-tiered 
color scale, from white (not expressed) to dark red (highly expressed), according 
to their range of expression (5th to 95th percentile) throughout the dataset. 
Clustering markers are shown in blue. Hierarchical clustering of both the cell 
clusters and clustering markers were performed and are represented by 
dendrograms.

FigUre s4 | Relative range of marker expression of Spanning-tree Progression 
Analysis of Density-normalized Events clusters. Graph showing the relative range 
of marker expression of clusters obtained after manual gating of CD4+ T cells. 
The range of expression for each marker (5th to 95th percentiles of expression 
throughout the dataset) are represented using a five-tiered color scale ranging 
from white (not expressed) to dark red (highly expressed). Clustering markers  
are shown in blue.

FigUre s5 | Cell number in each CD32a+ CD4+ T-cell cluster. This 
representation shows the number of cells associated with each CD32a+ CD4+ 
T-cell cluster, regardless of sample cell origin. Cluster names are indicated on the 
X-axis and the corresponding number of cells on the Y-axis. The size of the dots 
is proportional to the number of cells in the cluster.

FigUre s6 | Percentages of CD32a+ CD4+ TN, TCM, and TEff/Mem subsets among 
CD4+ T cells from HIV-infected patients and healthy donors. This representation 
shows the percentage of naive (TN), central memory (TCM), and effector/memory 
(TEff/Mem) CD4+ T cells among CD32a+ CD4+ T cells for primary HIV-infected 
patients before (primary HIV, red circles) and after 12 months of combination 
antiretroviral treatment (HIV cART, blue squares) and that of healthy donors 
(healthy, green triangles).
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FigUre s7 | Correlation analysis of total CD32a+ CD4+ T-cell cluster and cluster 
#5 cell abundances with HIV DNA levels. (a) Correlation analysis of total CD32a+ 
CD4+ T-cell cluster cell abundances with total HIV DNA levels. The HIV DNA load 
(log10 copies/106 PBMCs) for each sample are indicated on the X-axis, and the 
associated percentage of cells relative to CD4+ T cells for CD32a+ CD4+ T-cell 
clusters on the Y-axis. The Pearson correlation coefficient was equal to 0.4329 
(p = 0.0727). (B) Correlation analysis between cluster #5 cell abundance and  
HIV DNA levels. For each sample, the HIV DNA load (log10 copies/106 PBMCs)  
is indicated on the X-axis, and associated percentage of cells relative to CD32a+ 
CD4+ T cells for cluster #5 on the Y-axis. The Pearson correlation coefficient was 
equal to 0.6902 (p = 0.0015).

FigUre s8 | Percentages of cells associated with clusters #5, #258, #136,  
#86, #261, #241, #162, #312, #243, #188, and #142 among CD4+ T cells in 
HIV-infected patients and healthy donors. (a–D) Graphs showing the cell 
abundance relative to that of CD4+ T cells for clusters previously shown to be 
differentially abundant between HIV-infected patients (primary HIV and HIV  
cART) and healthy donors (healthy) among CD32a+ CD4+ T cells. (a,B) Clusters 
#5, #258, #136, #86, and #261 were significantly more abundant in Primary HIV 
(circle) and HIV cART (square) than Healthy (triangle) samples among CD32a+ 
CD4+ T cells. Cluster #5 was also more abundant in primary HIV than in HIV 

cART samples among CD32a+ CD4+ T cells. (c,D) Clusters #241, #162, #312, 
#243, #188, and #142 were significantly less abundant in primary HIV (circle)  
and HIV cART (square) than in healthy (triangle) samples among CD32a+ CD4+ 
T cells. Clusters #241 and #162 were also less abundant in primary HIV than  
in HIV cART samples among CD32a+ CD4+ T cells. Samples from the same 
HIV-infected patients are shown in the same color. For each condition, the  
mean cell abundance is indicated (black lines). Statistical differences between 
conditions were calculated using an unpaired Student’s t-test with a p-value 
threshold of 0.05.

FigUre s9 | Marker expression densities showing the phenotypic specificity of 
cluster #5 relative to whole CD4+ T-cell clusters. The expression densities of all 
clustering markers and CX3CR1 are shown for cluster #5 and whole CD4+ T-cell 
clusters. The marker expression densities for cluster #5 are shown in blue 
whereas the marker expression densities for all CD4+ T-cell clusters are shown in 
gray. The differences between marker expression densities were quantified using 
the Kolmogorov–Smirnov distances (KS).

TaBle s1 | Overview of the mass cytometry panel. The metal, antigen, clone, 
isotype, and supplier are indicated for each antibody. Non-clustering markers are 
indicated by a star.
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Article 2 : Mass Cytometry Analysis Reveals Complex Cell-State 

Modifications of Blood Myeloid Cells During HIV Infection 

Résumé de l’article publié le 22 Novembre 2019 dans la revue Frontiers in Immunology. 

Les cellules dendritiques (DCs) jouent un rôle majeur dans l’orchestration des réponses 

immunitaires précoces contre les pathogènes. Cependant, au cours de l’infection par le VIH, 

ces cellules sont phénotypiquement et fonctionnellement dérégulées. En effet, les DCs 

classiques (cDCs) présentent une maturation altérée avec un défaut d’expression des molécules 

de costimulation et une capacité diminuée à présenter l’antigène et à produire des cytokines 

(Jinghe Huang et al., 2011, 2012; Miller & Bhardwaj, 2013). Les DCs plasmacytoïdes (pDCs) 

quant à elles, ont une capacité réduite à produire des IFN de type I, cytokines clés pour la lutte 

antivirale (Bego et al., 2015). Ces cellules sont alors incapables d’induire une réponse 

immunitaire antivirale efficace contre le VIH, contribuant probablement à faire pencher la 

balance vers la persistance virale. Enfin, la suractivation des monocytes participe aux 

événements inflammatoires associés à la persistance virale (Deeks et al., 2013; Sandler & 

Douek, 2012). Ces nombreux événements inflammatoires mais aussi immunorégulateurs, 

rendent difficiles la caractérisation, par des approches d’analyses classiques, des modifications 

cellulaires qui affectent les cellules myéloïdes au cours de l’infection par le VIH. 

Dans le but d’une meilleure compréhension de la dynamique et des modifications 

phénotypiques des cellules myéloïdes survenant au cours de l’infection par le VIH, nous avons 

analysé par cytométrie de masse des échantillons de sang de patients en primo-infection 

collectés longitudinalement avant et après un an de thérapie antirétrovirale combinée (cART). 

Des échantillons de sang de patients qui contrôlent naturellement l’infection par le VIH en 

absence de traitement (contrôleurs du VIH) ainsi que de donneurs séronégatifs pour le VIH ont 

également été inclus. Des études indiquent que les récepteurs immunomodulateurs de la famille 

des LILRs sont impliqués dans les dérégulations des cellules myéloïdes au cours de l’infection 

au VIH (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; Bego et al., 2015; M. Lichterfeld & Yu, 2012). 

A cet égard, l’expression des LILRs les mieux caractérisés dans la littérature a été analysée à la 

surface des différentes sous-populations de cellules myéloïdes identifiées. 

Nos données indiquent qu’un taux plasmatique élevé d’ARN du VIH est associé à une perte 

dans le sang de sous-populations de cDCs et de pDCs présentant une forte expression des 
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récepteurs immunomodulateurs LILRB2 et LILRA4, respectivement. À l’inverse, des 

populations spécifiques de monocytes coexprimant la molécule HLA-I, les récepteurs 

immunomodulateurs CD64, LILRA2 et LILRB4, et le facteur de restriction CD317 ont une 

abondance qui corrèle positivement avec la charge d’ARN virale. Ces sous-populations de 

monocytes sont retrouvées en plus grande abondance chez les patients en primo-infection de 

VIH. En revanche, les sous-populations de monocytes n’exprimant pas ces marqueurs et les 

sous-populations de cDCs LILRB2+ et de pDCs LILRA4+ sont significativement moins 

abondantes en primo-infection en comparaison des mêmes individus sous cART, aux 

contrôleurs du VIH et aux individus séronégatifs. Enfin, notre analyse a mis en évidence une 

sous-population particulière de cDCs CD1c+, exprimant le récepteur inhibiteur CD32b, 

retrouvée en plus grande abondance dans le sang des patients contrôleurs du VIH.  

Des études complémentaires seront nécessaires pour mieux caractériser la fonction, dans le 

contexte de l’infection par le VIH, des sous-populations de cellules myéloïdes mises en 

évidence dans cette étude et en particulier l’implication de la sous-population de cDCs CD1c+ 

CD32b+ dans les mécanismes conduisant au contrôle naturel de la réplication virale chez les 

patients contrôleurs du VIH. Il sera également nécessaire de déterminer in vivo si les différents 

LILRs exprimés à la surface des cellules myéloïdes, et notamment LILRB2, jouent un rôle 

important dans la physiopathologie de l’infection par le VIH. 

Dans son ensemble, cette étude dévoile la diversité et les multiples changements phénotypiques 

induits dans les sous-populations de DCs et de monocytes dans différentes conditions 

d’infection par le VIH. Ces résultats pourront être utiles pour fournir une meilleure 

compréhension des mécanismes de régulations et de dérégulations des cellules myéloïdes 

pouvant être impliqués dans la progression ou le contrôle de l’infection par le VIH.  
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Dendritic cells (DC), which are involved in orchestrating early immune responses against

pathogens, are dysregulated in their function by HIV infection. This dysregulation likely

contributes to tip the balance toward viral persistence. Different DC subpopulations,

including classical (cDCs) and plasmacytoid (pDCs) dendritic cells, are subjected to

concomitant inflammatory and immunoregulatory events during HIV infection, which

hampers the precise characterization of their regulation through classical approaches.

Here, we carried out mass cytometry analysis of blood samples from early HIV-infected

patients that were longitudinally collected before and after 1 year of effective combination

antiretroviral therapy (cART). Blood samples from HIV controller patients who naturally

control the infection were also included. Our data revealed that plasma HIV RNA level

was positively associated with a loss of cDC and pDC subpopulations that display

high expression of LILR immunomodulatory receptors. Conversely, specific monocyte

populations co-expressing high levels of HLA-I, 3 immunomodulatory receptors, CD64,

LILRA2, and LILRB4, and the restriction factor CD317 (also known as BST2/Tetherin),

were more abundant in early HIV-infection. Finally, our analysis revealed that the blood

of HIV controller patients contained in a higher abundance a particular subtype of

CD1c+ cDCs, characterized by elevated co-expression of CD32b inhibitory receptor and

HLA-DR antigen-presentation molecules. Overall, this study unravels the modifications

induced in DC and monocyte subpopulations in different HIV+ conditions, and provides

a better comprehension of the immune regulation/dysregulation mechanisms induced

during this viral infection.

Keywords: LILRB1 (ILT2), LILRB2 (ILT4), LILRA4 (ILT7), CD32 (FcgRII), CD38, immune checkpoints, primary HIV

infection, elite controllers

INTRODUCTION

HIV infection is characterized by the dysregulation of immune responses leading to viral
persistence and disease progression (1–3). During the last few decades, most studies of HIV
pathogenesis have focused on T-cell immune responses. Nevertheless, dendritic cells (DCs)
including, classical (cDCs) and plasmacytoid (pDCs) cells, play a pivotal role in the early defenses
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against viruses by bridging innate and adaptive immune
responses (4, 5). After viral sensing, cDCs rapidly mature and
migrate toward secondary lymphoid organs to stimulate T-
cell responses. Several studies indicate that in HIV or SIV
infections, cDCs are prone to apoptosis and demonstrate
attenuated capacities of antigen presentation and cytokine
production leading to inefficient T-cell proliferation (1, 6–8).
Ex vivo analysis of cDCs from HIV-infected patients illustrates
phenotypic changes induced early during infection and that are
associated with cDC dysregulation (9, 10). Further studies in
rhesus macaques identify dysregulation of cDCs induced in early
SIV infection as a predictive marker of disease progression (11).
These studies suggest a critical role for cDCs in the regulation of
early immune responses, where deficiencies in functions tip the
balance of disease outcomes toward viral persistence.

Because pDCs show unique capacities to regulate immune
responses and viral replication through massive production of
type I interferon (IFN), their role in HIV and SIV infection
has also been investigated. pDCs from chronically HIV-infected
patients show dysregulated immunophenotypic attributes (12).
In vitro experiments indicate that HIV attenuates the production
of type I-IFNs mediated by pDCs (13). Moreover, during early
SIV infection, pDCs rapidly move toward lymph nodes, are
subjected to apoptosis and renewal, and only a small fraction
of these cells produce type-I-IFNs (14, 15). These data suggest
that SIV infection induces heterogeneous functional capacities
among pDCs.

Massive monocyte turnover is induced during SIV and HIV
infection and has been directly linked to disease progression (3,
14). In addition, microbial translocation induces overactivation
of monocytes, which in turn participate in the inflammatory
events associated with viral persistence (3, 15). Finally, the
production of soluble CD14 and CD163, which reflects
monocyte/macrophage activation, has been associated with HIV
mortality in primary and chronic infection (3, 15–17).

Even though these studies indicate that DC and monocyte
subpopulations are dysregulated in HIV infection, a precise
view of their dysregulation mechanisms at the molecular level
is difficult to decipher through classical approaches. In this
respect, HIV infection induces concomitant inflammatory
and immunoregulatory events, which can differentially
influence cell maturation/activation phenotype within the
same populations due to proximity and/or exposure to different
stimuli (virus and host mediators). Phenotypic heterogeneity
among subpopulations may be further enhanced by perturbation
of hematopoiesis and egress of less differentiated DCs from bone
marrow to replenish dying cells as has been explored in SIV
infection (18, 19).

In this study, we carried out a mass cytometry analysis to
unravel the heterogeneity and dynamics of myeloid cell subsets
occurring from the acute phase of HIV infection to the control
of viral replication through successful combination antiretroviral
therapy (cART). For this purpose, we collected samples from
primary HIV-infected patients longitudinally, prior to and after
1 year of effective cART. Samples from elite controllers, who
naturally control HIV replication in the absence of treatment,
were also included as well as control samples from healthy

donors. Interestingly, myeloid cells from elite controllers were
previously shown to display enhanced functions and a specific
expression profile of Leukocyte Immunoglobulin-Like Receptors
(LILRs), a family of receptors that play important roles in the
regulation of myeloid cell maturation and functions (20–22).
In this regard, LILRs could represent key markers that account
for DC-associated regulation/dysregulation mechanisms (23).
Therefore, markers for the most well-characterized LILRs were
included in our mass cytometry panel.

Our data reveal an association between a high level of HIV
RNA and a loss in the blood of cDC and pDC clusters that
highly expressed specific members of LILR family. In contrast,
early HIV infection was positively associated with clusters of
monocytes displaying high expression of HLA-I ligands, CD64,
LILRA2, LILRB4 immunoregulatory receptors and restriction
factor CD317 (also known as BST2 or tetherin), a ligand of
LILRA4. Finally, a subtype of cDCs defined by high expression
of CD32b and HLA-DR was more abundant in elite controllers
than in other conditions. Altogether, our results provide a unique
view of the diversity and various phenotypic changes induced
in DCs and monocytes during early HIV infection, before and
after effective cART, but also in patients that naturally control
HIV infection. Overall, this study reveals new insights on the
mechanisms driving the dysregulation of early myeloid immune
responses, which may account for inefficient adaptive immune
responses and viral persistence.

RESULTS

Phenotypical Characterization of Dendritic
Cell and Monocyte Populations Among
Patient Samples
To characterize the phenotypic diversity of DC and monocyte
subsets in HIV primary and controlled infections, we developed a
mass-cytometry panel of 29 markers mainly dedicated to myeloid
cells (Table S1). We applied this panel to PBMCs from three
groups of individuals. The first group included six patients who
were longitudinally sampled during the primary phase of HIV
infection, as previously described (24), before (primary HIV)
and after 1 year of combination antiretroviral therapy (HIV
cART). The second group was composed of six HIV-infected
elite controller patients (HIV controllers) that naturally control
viral replication. Finally, the third group encompassed six healthy
subjects (Healthy). Clinical characteristics of these groups are
shown in Table 1. These groups allow us to question the changes
in the dynamics, diversification, and regulatory events among
DCs and monocytes during both primary infection and potential
normalization on cART, and in HIV controllers.

The mass cytometry panel was designed to detect lineage,
migration and adhesion markers, as well as activation and
inhibitory immunoreceptors known to play an important role
in myeloid cell functions and maturation (Figure 1). After
the acquisition of all samples by mass-cytometry, we applied
a first step of manual gating strategy to exclude lymphocyte
subsets, followed by the positive selection of cell populations
expressing HLA-DR (Figure S1) to select DCs and other myeloid
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TABLE 1 | Summary of patient and subject clinical parameters.

Primary HIV

(n = 6)

HIV cART

(n = 6)

HIV controllers

(n = 6)

Healthy

(n = 6)

Age

median (min-max), in years

34

(24–47)

35

(25–48)

39

(25–49)

35

(25–45)

Gender M M M M

Days since HIV-1

diagnosis

median (min-max), in days

28

(18–29)

361

(290–372)

1,825

(1,825–7,300)

N/A

Treatment Naive cART Naive Naive

RNA HIV load at

diagnosis

median (min-max), in log10
copies/ml of plasma

6.67

(5.47–7.26)

1

(1–1.63)

1.54

(1.43–1.69)

N/A

CD4 T-cell count

median (min-max), in 103

cells/µl of blood

470

(258–669)

843

(570–1,247)

827

(652–1,180)

856

(634–1,412)

Eighteen Caucasian men were involved in this study to constitute four groups of conditions. These groups are composed of six primary HIV-infected patients before treatment (primary
HIV) and after 1 year of combination antiretroviral therapy (HIV cART), six elite controllers (HIV controllers), and six healthy subjects (Healthy). The gender and median patient age, days
since HIV-1 diagnosis, RNA viral load, and CD4+ T-cell count are indicated for each group. cART, combination antiretroviral therapy; N/A, not applicable; M, male.

FIGURE 1 | Mass-cytometry panel. Mass-cytometry panel of 29 cell parameters used to characterize myeloid cell population diversity in PBMC samples. Markers

used to select leukocytes and exclude lymphocytes from the analysis are indicated in gray. Markers used for SPADE clustering of myeloid cells are indicated in blue.

Markers used for the phenotypic characterization of myeloid cells are indicated in blue or black.

cells. We next characterized the simultaneous expression of
markers from our panel on these myeloid cells. For this purpose,
we used the Spanning-tree Progression Analysis of Density-
normalized Events (SPADE) clustering algorithm to identify
myeloid cell clusters having similar expressions for selected
markers regardless of their sample cell origin (25, 26). A
categorical heatmap was generated using hierarchical clustering
to visualize more easily the respective relative marker expression
of each myeloid cell cluster identified (Figure 2A). The overall
phenotype distribution of all clusters was visualized in Figure S2.
For each cluster, the correlation with plasma RNA viral load
and its variation in abundance across patient groups was also
analyzed (Figures 2B,C).

Based on the cell cluster dendrogram, 12 families of cell
clusters were defined (Figure 2A). A tSNE representation
generated to represent the similarities between cell cluster
phenotypes confirmed the segregation of cell cluster families
defined by the heatmap dendrogram (Figure S3). Seven cluster
families exhibited a monocyte phenotype (HLA-DR+, CD14+)
and 4 cluster families exhibited a cDC phenotype (CD14−,
CD11c+, HLADR+). Among the 4 cluster families with a
cDC phenotype, one family highly expressed CD123, CD86,
and CD16. Finally, a family of cell clusters corresponding to
the phenotype of pDC (CD14−, CD11clow, CD123+, CD4+,
HLADR+) was defined. A total of 76 cell clusters were associated
with the monocyte families, whereas cDC and pDC families
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FIGURE 2 | Phenotypic landscape, variation in cell abundance and association with HIV-infection of myeloid cell clusters from HIV-infected and healthy donor

samples. (A) Heatmap showing relative marker expression for myeloid cell clusters. The mean of the median expression of each marker was determined and classified

using a five-tiered color scale ranging from white (not expressed) to dark red (highly expressed), according to their relative ranges of expression (5th−95th percentile)

throughout the dataset. Clustering markers are shown in blue. Hierarchical clustering of both the cell clusters and clustering markers were performed and represented

using dendrograms. Based on the cluster dendrogram, several cluster families were identified and represented in blue for monocyte families, red for cDC families and

green for pDC family. (B) Chart summarizing clusters having cell abundance correlated with HIV RNA load (Correlated Clusters). Clusters positively correlated are

indicated with a “+,” whereas clusters negatively correlated are indicated with a “–.” (C) Chart summarizing the clusters showing significantly differences of cell

abundances between the biological conditions (Differentially Abundant Clusters). For each identified DACs, red arrows indicate an increase of the cell cluster

abundance, whereas green arrows indicate a decrease of the cell cluster abundance.

consisted of 23 and 4 cell clusters, respectively. Cell abundance
of each cluster was represented in Figure S4.

These results indicate that monocytes and DCs in the dataset
include heterogeneous and discrete cell subpopulations carrying
a specific combination of markers that may reflect a divergence
in functions or differentiation that could be associated with
HIV infection.

Primary HIV-Infection Induces a Significant
Loss of Peripheral cDC2 and pDCs
Previous reports show the loss of DC subpopulations during
early HIV and SIV infection (10, 11). To assess this process
in our dataset, we first analyzed the variations of cell cluster
abundances for the cDC2 (CD1c+ cDC) and pDC families
among the different conditions. The percentage of cells in each
condition relative to the number of cells in the CD45+ parent
population were compared (Figure 3). We observed significant
decreases of the percentages of cDC2 (80% of decline, p= 0.0142)
and pDC (69% of decline, p = 0.00263) in the blood of primary
HIV-infected patients compared to the same patients 1 year after
effective cART. These significant decreases were also observed for

primary HIV-infected patients in comparison to HIV controllers
(85% of cDC2 decline, p = 0.0003 and 66% of pDC decline, p =
0.0022) and to healthy donors (92% of cDC2 decline, p = 0.0065
and 74% of pDC decline, p = 0.0059). Interestingly, our results
also demonstrated significantly higher percentages of cDC2 (p=
0.0302) in the healthy group than in the HIV cART-treated group
(Figure 3A). No significant difference was observed between
these two groups for pDCs (Figure 3B). Concordantly with
previous studies, our dataset demonstrates that primary HIV-
infection induces a profound decline of peripheral cDC2s and
pDCs abundance that seems to be partially recovered under
cART, but to a lesser extent for cDC2s.

Elevated Plasma HIV Load Is Associated
With Modifications in the Abundance of
Specific Dendritic Cell and Monocyte
Subpopulations
We next investigated if the abundance of specific myeloid cell
subsets was associated with HIV RNA levels across HIV+ and
healthy samples.
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FIGURE 3 | Percentages of cDC2 and pDC among CD45+ cells from HIV-infected patients and healthy donors. (A,B) Percentage analyses of cDC2 (left panel) and

pDC (right panel) relative to CD45+ cells among conditions. Percentages were compared among primary HIV-infected patients before (Primary HIV, red circles) and

after 1 year of cART (HIV cART, pink squares), HIV-infected elite controller patients (HIV controllers, blue rhombus), and healthy donors (Healthy, green triangles).

Statistical differences between conditions were calculated using a two-tailed unpaired Welch’s t-test with a p-value threshold of 0.05.

FIGURE 4 | Association analysis of myeloid cell cluster abundances with HIV RNA levels and phenotypic characterization. (A) Two-dimensional chart representing the

correlation between myeloid cell clusters abundances and the total HIV RNA. Correlations were identified based on the number of cells associated with each cluster

relative to the number of cells in the CD45+ parent population. Each dot in the representation corresponds to a cell cluster. The size of the dot is proportional to the

number of cells of the whole dataset associated with the cluster. Significantly positively (right) or negatively (left) correlated clusters are indicated in red with a Pearson

correlation coefficient >0.65 and a p < 0.05. The Pearson correlation coefficient is represented on the X-axis and the associated p-value, shown as −log10, on the

Y-axis. (B) Heatmap representation showing the phenotype of the clusters positively and negatively correlated with HIV RNA levels. The relative marker expression for

each cluster was indicated by a five-tiered color scale ranging from white (not expressed) to dark red (highly expressed). Clustering markers are indicated in blue.

Using cluster dendrogram and CD14, CD11c, and CD123 expression level, clusters were annotated as monocyte, cDC or pDC.

We found 20 clusters significantly correlated (CCs) with
plasma viral load (Figure 4A). These clusters were split into
two groups based on the positive or negative correlation of
their cell abundance with HIV RNA load (Figure 4B). On
the one hand, nine clusters that were positively correlated

with viral load were exclusively monocyte populations. On the
other hand, eleven clusters that negatively correlated with viral
load included monocyte and DC populations. The monocyte
clusters that positively correlated with viral load were mainly
characterized by strong expression of CD64 and HLA-I. These
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FIGURE 5 | Characterization of myeloid cell clusters showing significant differences in cell abundance for primary HIV condition. (A) Graph showing the cell

abundance of the clusters #116, #4, #132, #50, #34, and #71 relative to myeloid cells for all samples, and heatmap representation illustrating the phenotype of these

clusters. These six clusters were significantly more abundant under primary HIV (red circles) compared to HIV cART (pink squares), HIV controllers (blue rhombus), and

Healthy (green triangles) conditions. (B) Graph showing the cell abundance of the clusters #70, #13, #92, #9, #21, #47, #52, #11, #107, #58, #78, #17, #61, #51,

and #56 relative to myeloid cells for all samples, and heatmap representation illustrating the phenotype of these clusters. These 15 clusters were significantly less

abundant under primary HIV (red circles) compared to HIV cART (pink squares), HIV controllers (blue rhombus), and Healthy (green triangles) conditions. These

clusters were also significantly less abundant under HIV cART condition compared to HIV controllers condition. In the abundance graph representations, for each

condition, the mean cell abundance is indicated (black lines). Statistical differences between conditions were calculated using a two-tailed unpaired Welch’s t-test with
a p-value threshold of 0.05. For heatmap representations, the relative marker expression for each cluster was indicated by a five-tiered color scale ranging from white

(not expressed) to dark red (highly expressed). Clustering markers are indicated in blue. Using cluster dendrogram and CD14, CD11c, and CD123 expression level,

clusters were annotated as monocyte, cDC or pDC. Clusters positively correlated with HIV RNA levels are indicated with a “+” while clusters negatively correlated are

indicated with a “–”.

clusters also displayed high expression of HIV restriction factor
CD317, and the immunomodulatory receptors LILRA2 and
LILRB4. It is important to note that among them, only some
clusters, displayed a medium or high-level expression of CD38 (a
transmembrane glycoprotein involved in myeloid cell adhesion,
activation, and metabolism). Among the dendritic cell clusters
that negatively correlated with the viral load, pDC cluster #51
(R = −0.65) demonstrated a strong expression of LILRA4 and
LILRB4. Furthermore, cDC clusters #61 (R = −0.59), #58 (R =

−0.66), and #78 (R = −0.60) expressed high levels of LILRB2
inhibitory receptor. Meanwhile, the seven monocyte clusters
that negatively correlated with viral load expressed moderated
levels of HLA-I, CD64, CD317, LILRA2, LILRB4, and CD38,
in contrast to the other monocyte clusters that were positively
correlated with HIV RNA. Interestingly, the negatively correlated
monocyte clusters #13 and #70 displayed a medium and high
expression of LILRB2, respectively, with high coexpression of
CX3CR1 and CD33.
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FIGURE 6 | Characterization of a myeloid cell cluster specifically and significantly more abundant in HIV controller patients. Graph showing the cell abundance of the

cluster #39 relative to myeloid cells for all samples, and heatmap representation illustrating the phenotype of this cluster. Cluster #39 was significantly more abundant

in HIV controllers (blue rhombus) compared to primary HIV (red circles), HIV cART (pink squares), and Healthy (green triangles) conditions. This cluster was also

significantly more abundant in Healthy donors compared to primary HIV infected patients. In the abundance graph representations, for each condition, the mean cell

abundance is indicated (black lines). Statistical differences between conditions were calculated using a two-tailed unpaired Welch’s t-test with a p-value threshold of

0.05. For heatmap representation, the relative marker expression for cluster #39 was indicated by a five-tiered color scale ranging from white (not expressed) to dark

red (highly expressed). Clustering markers are indicated in blue. Using cluster CD14, CD11c, and CD123 expression level, cluster #39 was annotated as cDC.

Our data show that an increase in HIV viral load was
associated with the specific loss of discrete DC populations
in blood. These populations included pDC clusters that were
characterized by high expression of LILRA4 and LILRB4, but also
cDCs highly expressing LILRB2. Conversely, specific subsets of
monocytes strongly expressing HLA-I, CD64, CD317, LILRA2,
LILRB4, and for some of them, CD38, seemed to be enriched
when viral load increased.

Primary HIV-Infected Patients and HIV
Controllers Display Differentially Abundant
Clusters
We then aimed to identify myeloid cell clusters undergoing
contraction or expansion within the different patient groups.
These clusters were named Differentially Abundant Clusters
(DACs) and were summarized in Figure 2C. We first identified
clusters having different cell abundances between healthy and
each HIV+ conditions (Figures S5A–C). We found that DACs
were mainly enriched in healthy condition. This may indicate
expression level modification of surface markers or a loss
in the blood of specific myeloid cell subsets in HIV-infected
patients even under cART or natural control, compared to
healthy donors. We then identified clusters with differences in
cell abundances for the comparisons between all HIV+ groups
(Figures S5D–F). The comparison between HIV controllers and
primary HIV samples displayed the greatest number of DACs,
with 43 out of 52 being more abundant in samples from HIV
controllers (Figure S5F). Conversely, the comparison between
samples from HIV controllers and HIV-infected patients once

under cART displayed the lowest number of DACs, with only 2
DACs more abundant in HIV controllers (Figure S5D). These
changes may indicate important differences in myeloid cell
dynamics between primary HIV+ and HIV-controller patients,
whereas the myeloid cell dynamics between cART treated HIV+

and HIV-controller patients is more similar.
We next analyzed the phenotype and abundance of all DACs

that were significantly more abundant in primary HIV+ patients
when compared to the other conditions (HIV cART, HIV
controllers, and Healthy; Figure 5A). We found that six DACs,
clusters #116, #4, #132, #50, #34, and #71, were more abundant
in primary HIV+ samples and displayed monocyte phenotypes.
Interestingly, these six clusters were positively correlated with
plasma viral load (Figure 4). These results confirmed that
individuals in the primary HIV infection state had a higher
abundance of monocytes that strongly expressed HLA-I, CD64,
CD317, LILRA2, and LILRB4, with some subpopulations also
expressing mid- to high- levels of CD38.

We then focused on DACs that were less abundant in primary
HIV+ patients than in all other conditions (Figure 5B). These
clusters included: monocyte clusters #70, #13, #21, #47, #52,
#11, and #107; cDC clusters #58, #78, and #61; and pDC
cluster #51. These 11 clusters were previously identified as
negatively correlated with viral load. The four remaining DACs
less abundant in primary HIV+ samples displayed monocyte
phenotypes (clusters #92 and #9), and cDC phenotypes (clusters
#17, and #56). Furthermore, cDC clusters #58, #78, #17, and #61
strongly expressed LILRB2 immunoreceptor, with clusters #17
and #61 also expressing CD123, CD86, and CD16. Cluster #56
did not express LILRB2, but strongly expressed CD1c. The pDC
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cluster #51, which was also found correlated with HIV RNA in
Figure 4, strongly expressed LILRA4 and LILRB4. It is interesting
to note that all the DACs that were less abundant in primary
HIV condition had a weaker expression of HLA-I, CD64, CD317,
LILRA2, and LILRB4 compared to clusters more abundant in the
same condition (Figure 5A). In addition, none of these DACs
expressed a medium or high-level of CD38.

One DAC was shown to be more abundant in HIV controllers
compared to other HIV+ and healthy conditions (Figure 6). This
DAC, cluster #39, displayed a CD1c+ cDC phenotype strongly
expressing inhibitory receptor CD32b (low-affinity receptor
for IgG also known as FcγRIIB) and HLA-DR. Furthermore,
this cluster expressed moderate levels of CD32a (activatory
counterpart of CD32b), CD4 and CD33. Using a Kolmogorov–
Smirnov distance (KS) test to quantify the differences in marker
expression between this cluster and all CD1c+ cDC subsets
(Figure S6), we identified CD32b as the marker with the highest
difference (KS = 0.7672). In addition, when we quantified the
differences in marker expression between this cluster and the
other CD32b+ CD1c+ cDC clusters (Figure S7), CD32b was the
second most distant marker (KS = 0.5021). Thus, high CD32b
expression was specific to this CD1c+ cDC subset found enriched
in the blood of HIV controllers.

Altogether, we found that a modification in the balance of
monocyte and DC subpopulations is induced from the early
stages of HIV infection. Monocytes with a strong expression of
HLA-I, CD64, CD317, LILRA2, LILRB4, and CD38 were most
prominent in primary HIV+ patients when compared to cART,
HIV controllers and healthy donors. In addition, primary HIV+

patients had significantly fewer pDCs that expressed high levels
of LILRA4 and LILRB4. Moreover, they had considerably less
LILRB2hi cDCs. Finally, we discovered a unique CD1c+ CD32bhi

HLA-DRhi cDC cluster that was specifically enriched in HIV
elite controllers.

DISCUSSION

DCs and monocytes play an important role in the initiation
of immune responses against HIV. However, the study of their
regulation and dynamics during early HIV infection is hindered
by late disease diagnosis. Moreover, early immune responses
against HIV induce complex concomitant inflammatory and
immunoregulatory events that can be difficult to decipher
through classical approaches. In this regard, we carried out a
mass cytometry analysis to characterize phenotypic heterogeneity
among myeloid cell subpopulations under various conditions of
HIV infection.

Our high dimensional analysis illustrates that specific DC
and monocyte subpopulations found in peripheral blood are
differentially affected by HIV infection. After mapping the
different phenotypes of DC and monocyte subsets from PBMC
samples, we highlighted a global loss of cDC2s and pDCs
under primary HIV-infection in the blood. No DC clusters were
enriched during primary infection, suggesting that this decrease
could result from cell death rather than phenotypic changes (7,
10, 11). However, it is also well-established that cDCs and pDCs

rapidly migrate toward peripheral lymph nodes after HIV or SIV
infection to elicit adaptive immune response (27, 28). Therefore,
the loss of DC subsets observed in primary HIV infection might
result from various physiological mechanisms.

We also investigated the abundance variation of myeloid
cell clusters among the different conditions and determined
their association with HIV RNA level. We found that specific
monocyte clusters were enriched in primary HIV-infected
patients and/or positively correlated with the plasma viral load.
These subpopulations of monocytes expressed high levels of
HLA-I and CD64. In the context of viral infection, HLA-
I molecules present peptides derived from intracellular viral
proteins to CD8+ T lymphocytes to activate their cytolytic
activity (29). CD64 is a high-affinity Fc receptor for IgG,
which allows for immune complex internalization driving
cross-presentation of viral epitopes on HLA-I (30). Thus, it
seems consistent that monocytes positively correlated with
the viral load exhibit strong co-expression of HLA-I and
CD64. Increased HLA-I and CD64 expressions by monocytes
were previously reported in acute and chronic HIV-infection,
respectively (8, 31). However, our data demonstrate further
the strong expression of CD317, LILRA2, and LILRB4 for
these subsets, and for some subclusters, a medium or high-
level expression of CD38. In agreement with our data, the
HIV-restriction factor CD317 was previously shown to be up-
regulated at the surface of monocytes and CD4+ T-cells during
acute HIV/SIV infection (32, 33). The activating immune-
receptor LILRA2 is expressed by monocytes and neutrophils
and recognizes bacterially cleaved immunoglobulin, leading to
the activation of signaling pathways and subsequent immune
responses (34). However, LILRA2 can selectively modulate LPS-
mediated cytokine production by monocytes, and could inhibit
CD64-dependent phagocytosis (35). Finally, increased expression
of LILRB4 was shown to induce tolerogenic monocytes and
cDCs (8, 36–38). Previous studies have also demonstrated that
LILRB4 interaction with CD64 is a potent inhibitor of monocyte
activation, and CD64-mediated clathrin-dependent endocytosis
and phagocytosis (39, 40). Thus, expression of these molecules
could explain the dysregulated ability of phagocytosis and
cytokine production observed in monocytes from HIV+ patients
(41). The up-regulation of inhibitory receptors on immune cells
could also constitute a retro control mechanism to dampen
chronic inflammation.

Conversely, monocyte clusters that were negatively correlated
with viral load, and/or less abundant in primary HIV-infected
patients, did not exhibit high level expression of HLA-I, CD64,
CD317, LILRA2, LILRB4, and CD38. Therefore, these monocyte
subpopulations seemed to be specifically differentiated and/or
contracted under primary HIV infection. Our mass cytometry
panel included CD16 marker to detect inflammatory monocytes.
However, we only detected few clusters of CD16hi cDCs and no
CD16hi monocyte clusters. The attenuation of CD16 staining on
monocytes could result from the freezing procedure of PBMCs
that was shown to modify staining of some FcRs on specific cell
subsets (42).

Among the DC populations characterized in our study, the
clusters of cDCs that highly expressed LILRB2, and a cluster
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of pDCs that highly expressed LILRA4 and LILRB4, were also
less abundant in primary HIV-infected patients. The majority
of these clusters were also negatively correlated with plasma
viral load. Functional studies indicate that cDCs and pDCs show
dysregulated functions in early and chronic HIV/SIV infections.
cDCs have an impaired maturation with reduced capacity for
antigen presentation and cytokine production, whereas pDCs
have reduced capacities to produce type-I IFNs (1, 9, 13, 43–
45). In this respect, HIV infection enhances LILRB2/HLA-I and
LILRA4/CD317 axes leading to the dysregulation of cDC and
pDC functions, respectively (8, 9, 13, 46–49). Moreover, it has
been reported that the strength of the LILRB2/HLA-I interaction
is enhanced by HLA-I presentation of HIV-derived peptides, or
genetic variation of HLA-I haplotypes, and correlates with the
level of cDC dysregulation in HIV-infected patients (46, 47).
Previous studies showed that LILRB2 was up-regulated on cDCs
from blood in the acute phase of HIV and SIV infection (9, 10).
LILRB2 expression was even higher in cDCs from peripheral
lymph nodes than those from peripheral blood during early SIV
infection (10). Therefore, in our study, the loss of LILRB2hi cDC
and LILRA4hi pDC clusters observed in the blood from primary
HIV infected patients could correspond in part to the migration
of these subpopulations toward secondary lymphoid organs.
Consequently, inhibitory impulses induced by the LILRB2/HLA-
I and LILRA4/CD317 axes on cDCs and pDCs that havemigrated
into secondary lymphoid organs during primary HIV infection
may enhance their dysfunctions and impaired the establishment
of an effective adaptive immune response.

We also found that HIV controllers had an enrichment
of a CD1c+ CD32bhi HLA-DRhi cDC cluster. These data are
concordant with the recent discovery of a new CD1chi, CD32bhi

cDC subset, using a single-cell RNA sequencing approach
(50). This cDC subset was a potent stimulator of naive T-
cell proliferation, and was more likely to secrete high levels
of CCL19, IL-8, IL-10, and IL-12b (50). However, further
studies will be necessary to better characterize the function of
this DC subset in the context of HIV infection, in particular
its implication in the mechanisms leading to the natural
control of viral replication in elite controller patients. Since
natural control of HIV infection can occur through various
mechanisms, it will be important to also characterize the
abundance of CD1c+ CD32bhi HLA-DRhi cDCs in additional
elite controller patients, to assess whether this feature is shared
by all elite controllers.

New populations of cDCs, called pre-DCs, were recently
identified in the peripheral blood from healthy donors (51).
These populations can differentiate into cDC1 or cDC2 subsets
in vitro and were proposed to be cDC precursors. However,
the relationship between pre-DCs and HIV infection is still
unknown. Therefore, future mass cytometry studies including
additional dendritic cell markers such as CD141, CD2, Siglec-6,
and Axl will be helpful to better understand the dynamics and
regulation of cDC1 and pre-DC subsets during HIV infection.

In conclusion, our results unravel the diversity and various
phenotypic changes induced in cDCs, pDCs, and monocytes
during early stage, anti-retroviral treatment control, and
naturally controlled HIV infections. These results should be

helpful when trying to better understand the cellular and
molecular basis of the events driving the regulation/dysregulation
of myeloid immune responses involved in the progression or
control of HIV infection.

MATERIALS AND METHODS

Study Subjects and Ethics Statements
This study involved six patients with primary HIV-1 infection
estimated, as previously described (17), to have been infected
<30 days before inclusion. These patients were enrolled from
the French ANRS CO6 PRIMO cohort and has approval by
the Ethics Committee of Cochin Hospital. Blood samples were
collected from patients at enrolment, who were antiretroviral
naïve and negative for hepatitis B and C viruses. The six primary
HIV-infected patients were then placed under cART, and blood
samples were collected after 1 year. As previously described
for these individuals (24), after 1 year of cART viral load was
undetectable and CD4+ T cell count was restored (CD4+ T cells
> 500/µl of blood). This study also involved blood samples of six
HIV controller patients from the French ANRS CO21 CODEX.
This cohort was approved by the ethics review committee of Ile
de France VII. HIV controllers were defined as patients infected
by HIV-1 for at least 5 years, who never received cART and
whose last five consecutive plasma HIV RNA values were <400
copies/ml. Finally, blood samples of six healthy subjects were
obtained from the Etablissement Français du Sang (EFS). All
subjects gave written informed consent to participate in the study.

Sample Processing and Storage
As previously described (24), peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were isolated by Ficoll density gradient centrifugation,
and∼1× 107 PBMCs per sample were cryopreserved at−150◦C.

Antibody Labeling and Cell Staining
To avoid batch variation effects, all samples were stained
with the same batch of antibodies and on the same day. All
samples were acquired in 1 day to avoid instrument signal
fluctuation. Antibodies (listed in Table S1) were either pre-
conjugated from themanufacturer (Fluidigm, San Francisco, CA)
or conjugated in-house with the appropriate metal isotopes as
previously described (24). Cells were thawed and 5.106 PBMCs
were transferred per well. As previously described (24), PBMCs
were incubated with RhodiumDNA-intercalator (Fluidigm), first
stained with the primary surface antibody mix for 1 h, and then
stained with the secondary surface antibodymix for 15min. Next,
samples were resuspended in 1.6% PFA and incubated 20min.
Cells were finally incubated 30min in permeabilization buffer
with 1µM Iridium DNA-intercalator before a 4◦C overnight
incubation in 1.6% PFA with 0.1µM Iridium DNA intercalator.
For acquisition, cells were washed and filtered through a cell
strainer cap of a 5-ml polystyrene round-bottom tube (BD
Biosciences). Normalization beads (Fluidigm) were added to each
sample. Then, samples were acquired using a mass cytometer
(CyTOF-I; Fluidigm) and following the standard procedure
recommended by the manufacturer. An average of 200,264 ±

13,472 events was acquired per sample.
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Data Normalization
Raw cytometry profiles generated by CyTOF-I were normalized
using normalization beads and MatLab Compiler normalizer
software (52).

Manual Gating of CD45+ Myeloid Cells
Normalized events were gated using the Cytobank analysis
platform. First, cells with only one Iridium level were selected
to exclude cell doublets from the analysis. Second, normalization
beads and dead cells were removed by selecting cells negative for
Cerium (Ce140) and Rhodium, respectively. Thirdly, leukocytes
were selected based on the positive expression of CD45. Myeloid
cells were then selected based on the absence of CD3, CD19, and
NKp80, and expression of HLA-DR (Figure S1).

Automatic Identification of Cell Clusters
SPADE algorithm was used to perform automatic identification
of cell clusters (25). We observed large differences in the number
of manually gated myeloid cells in each sample, ranging from
2,255 to 35,658 cells. Consequently, we first down-sampled 2,255
cells from each sample to avoid over-representation of samples
with high number of cells. These uniformly down-sampled events
were up-sampled at the end of the SPADE analysis. The SPADE
clusters were generated using the entire and singular dataset
(24 samples from 18 individuals, including 6 during primary
infection and 1 year later after effective cART). Cells having
similar expression of the 23 selected clustering markers (shown
in blue in Figure 1) were grouped into clusters, regardless of
donor origin. Moreover, SPADE was configured to identify 150
cell clusters (down-sampling of 40%). These parameters were
defined to obtain the highest number of clusters with uniform
phenotypes (26). The SPADE heatmap was generated with the
SPADE clusters using the 23 clustering markers. CD45, CD3,
CD19, andNKp80 were discarded from the SPADE analysis as we
used them to pre-select cells of interest. Both CX3CR1 and CD33
markers were not included in the set of clustering markers due to
their high heterogeneity of expression among samples. However,
CX3CR1 and CD33 were added to the 23 clustering markers on
heatmaps for the phenotypic characterization of myeloid cells.

Phenotypic Characterization of Identified
Cell Clusters
We used the SPADEVizR R-package to perform the phenotypic
categorization of the 150 cell clusters (26). Expression level
of each marker was classified into five categories, which were
defined based on the range of expression (5th−95th percentile)
relative to the myeloid population gate across all samples. The
five uniform categories represent negative, low, medium, high,
and very high levels of marker expression. The categories of
expression were displayed using a color scale, which ranged from
white to dark red. The dendrogram, represented in the heatmap,
was constructed using Euclidian distance and the complete
linkage method.

There were 36 clusters that displayed a lymphoid phenotype
(based on the negative expression of CD33, CD123, CD14, and
LILRB3), which were identified among the total 150 cell clusters
andwere removed from the SPADE analysis to leave onlymyeloid
cell clusters. Additionally, 11myeloid cell clusters with<350 cells

associated were removed from the analysis, as their phenotypes
cannot be assessed accurately. Thus, 103 myeloid cell clusters
were remaining from the 150 SPADE clusters.

Families of cell clusters were determined using hierarchical
clustering, represented by a dendrogram on the top of the
marker categorical heatmap. Thanks to this clustering method,
cell clusters with similar marker expression profiles were grouped
together in the heatmap. The dendrogram was cut so that
the different cluster families with homogeneous expression
profiles were separated. This resulted in 12 different cluster
families. These cluster families were also represented in a tSNE
representation. The tSNE representation was generated using
the original 23 clustering markers and Barnes-Hut t-Distributed
Stochastic Neighbor Embedding (53), based on a perplexity
parameter of 3. Distances between cell cluster phenotypes were
calculated based on the Manhattan distance.

Identification of Differentially Abundant
Clusters and Correlating Clusters
We used the SPADEVizR R-package to identify differentially
abundant clusters (DACs), and correlated clusters (CCs) (26).
DACs identification was based on the percentage of cells in the
clusters, relative to total myeloid cells by unpaired Student t-
tests (absolute fold-change > 2 and p < 0.05). CCs identification
was based on the percentage of cells in clusters relative to the
total myeloid cells that correlated with HIV RNA levels (absolute
Pearson correlation coefficient > 0.65 and p < 0.05).

Quantification of Cluster #39 Phenotypic
Specificity
Detailed phenotypic characterization of cluster #39 relative to
CD1c+ cDC and CD32b+ CD1c+ cDC clusters was performed
using CytoCompare R-package (54), based on the Kolmogorov-
Smirnov distance, using a threshold of 0.30.

Statistical Analysis of Cluster Abundances
Among Conditions
A two-tailed unpaired Welch’s t-test, with a p-value threshold of
0.05, was used to compare the percentages of cDC2 and pDC
among CD45+ cells and the differences in cluster cell abundance
between each biological condition. All statistical analyses were
performed using GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software).
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Figure S1 | Myeloid gating strategy. “Singlets” were identified using cell length vs.

Ir191-DNA intercalator and calibration beads signal was excluded (cells no beads).

Living leukocytes were identified by selecting Rhodium (Rh103)Di-negative cells,

and then CD45+ cells. Finally, myeloid cells were identified by gating on CD3−,

CD19−, and then NKp80− HLA-DR+ cells.

Figure S2 | Categorization of marker expressions. Marker expression ranges were

used to characterize the phenotypes of identified SPADE clusters. Ranges of

marker expression were obtained after manual gating of myeloid cells and are

presented as arcsine transformed Mean Signal Intensity (MSI) signals. The range

of expression for each marker was defined based on the 5th−95th percentiles of

expression throughout the dataset, and were divided into five categories

represented using a five-tiered color scale ranging from white (not expressed) to

dark red (highly expressed). For each expressed marker of a particular cluster, the

average of the median marker expression level was used to determine the

expression category of that marker. Combined marker ranges define the

phenotype of each cluster. Clustering markers are shown in blue.

Figure S3 | tSNE representation showing the phenotypical similarities between

cell clusters identified by SPADE. Each dot corresponds to a cell cluster and the

dots are positioned in a 2-dimensional space that best represents the

phenotypical proximity between cell clusters. Cell clusters have been colored

based on their associated cell cluster family, blue for monocyte families, red for

cDC families and green for pDC family.

Figure S4 | Cell number in each myeloid SPADE cluster. This representation

shows the number of cells associated with each myeloid cell cluster, regardless of

sample cell origin. Cluster names are indicated on the X-axis and the

corresponding number of cells on the Y-axis. The size of the dots is proportional to

the number of cells in the cluster. Cell clusters are ordered based on the

dendrogram represented in Figure 2.

Figure S5 | Identification of differentially abundant clusters for each biological

condition comparison. (A–C) Volcano plot representations showing Differentially

Abundant Clusters (DACs) in HIV controllers, primary HIV and HIV cART samples

compared to Healthy samples. (D–F) Volcano plot representations showing DACs

in HIV controllers and primary HIV samples compared to HIV cART samples and

HIV controllers compared to primary HIV samples. Each dot in the representation

corresponds to a cell cluster and is proportional in size to the number of cell

associated. Log2 fold-changes are indicated in the X-axis, and the associated

p-values, shown as −log10, are indicated in the Y-axis. DACs were identified using

a paired Student t-test with a p-value threshold of 0.05 and a fold-change cutoff

of 2. Red dots correspond to significantly abundant clusters.

Figure S6 | Marker expression densities showing the phenotypic specificity of

cluster #39 relative to CD1c+ cDC clusters. The expression densities of all

clustering markers, as well as CD33 and CX3CR1 are shown for cluster #39 and

CD1c+ cDC clusters. The marker expression densities for cluster #39 are shown

in blue whereas the marker expression densities for all CD1c+ cDC clusters are

shown in gray. The differences between marker expression densities were

quantified using the Kolmogorov–Smirnov distances (KS) using the entire and

singular dataset.

Figure S7 | Marker expression densities showing the phenotypic specificity of

cluster #39 relative to CD32b+ CD1c+ cDC clusters. The expression densities of

all clustering markers, CD33 and CX3CR1 are shown for cluster #39 and CD32b+

CD1c+ cDC clusters. The marker expression densities for cluster #39 are shown

in blue whereas the marker expression densities for all CD32b+ CD1c+ cDC

clusters are shown in gray. The differences between marker expression densities

were quantified using the Kolmogorov–Smirnov distances (KS) using the entire

and singular dataset.

Table S1 | Overview of the mass cytometry panel. The metal, antigen, clone,

isotype, and supplier are indicated for each antibody. ∗Not used for cell clustering.

REFERENCES

1. Miller E, Bhardwaj N. Dendritic cell dysregulation during HIV-1 infection.
Immunol Rev. (2013) 254:170–89. doi: 10.1111/imr.12082

2. Boasso A, Shearer GM, Chougnet C. Immune dysregulation in human
immunodeficiency virus infection: know it, fix it, prevent it? J Intern Med.

(2009) 265:78. doi: 10.1111/j.1365-2796.2008.02043.x
3. Deeks SG, Tracy R, Douek DC. Systemic effects of inflammation

on health during chronic HIV infection. Immunity. (2013) 39:633–45.
doi: 10.1016/j.immuni.2013.10.001

4. Steinman RM. Decisions about dendritic cells: past, present, and future.
Annu Rev Immunol. (2012) 30:1–22. doi: 10.1146/annurev-immunol-
100311-102839

5. Reizis B. Plasmacytoid dendritic cells: development, regulation, and function.
Immunity. (2019) 50:37–50. doi: 10.1016/j.immuni.2018.12.027

6. Wonderlich ER, Wu WC, Normolle DP, Barratt-Boyes SM. Macrophages
and myeloid dendritic cells lose T cell-stimulating function in
simian immunodeficiency virus infection associated with diminished
IL-12 and IFN-α production. J Immunol. (2015) 195:3284–92.
doi: 10.4049/jimmunol.1500683

7. Laforge M, Campillo-Gimenez L, Monceaux V, Cumont MC, Hurtrel B,
Corbeil J, et al. HIV/SIV infection primes monocytes and dendritic cells
for apoptosis. PLoS Pathog. (2011) 7:e1002087. doi: 10.1371/journal.ppat.
1002087

8. Huang J, Al-Mozaini M, Rogich J, Carrington MF, Seiss K, Pereyra
F, et al. Systemic inhibition of myeloid dendritic cells by circulating

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 11 November 2019 | Volume 10 | Article 2677

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.02677/full#supplementary-material
https://doi.org/10.1111/imr.12082
https://doi.org/10.1111/j.1365-2796.2008.02043.x
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2013.10.001
https://doi.org/10.1146/annurev-immunol-100311-102839
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2018.12.027
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1500683
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002087
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


Coindre et al. Myeloid Cell States and HIV

HLA class I molecules in HIV-1 infection. Retrovirology. (2012) 9:11.
doi: 10.1186/1742-4690-9-11

9. Huang J, Yang Y, Al-Mozaini M, Burke PS, Beamon J, Carrington MF, et al.
Dendritic cell dysfunction during primary HIV-1 infection. J Infect Dis. (2011)
204:1557–62. doi: 10.1093/infdis/jir616

10. Alaoui L, Palomino G, Zurawski S, Zurawski G, Coindre S, Dereuddre-
Bosquet N, et al. Early SIV and HIV infection promotes the LILRB2/MHC-I
inhibitory axis in cDCs. Cell Mol Life Sci. (2018) 75:1871–87.
doi: 10.1007/s00018-017-2712-9

11. Wijewardana V, Soloff AC, Liu X, Brown KN, Barratt-Boyes SM. Early
myeloid dendritic cell dysregulation is predictive of disease progression in
simian immunodeficiency virus infection. PLoS Pathog. (2010) 6:e1001235.
doi: 10.1371/journal.ppat.1001235

12. Benlahrech A, Yasmin A, Westrop SJ, Coleman A, Herasimtschuk A, Page
E, et al. Dysregulated immunophenotypic attributes of plasmacytoid but
not myeloid dendritic cells in HIV-1 infected individuals in the absence of
highly active anti-retroviral therapy. Clin Exp Immunol. (2012) 170:212–21.
doi: 10.1111/j.1365-2249.2012.04647.x

13. Bego MG, Côté É, Aschman N, Mercier J, Weissenhorn W, Cohen ÉA.
Vpu exploits the cross-talk between BST2 and the ILT7 receptor to suppress
anti-HIV-1 responses by plasmacytoid dendritic cells. PLoS Pathog. (2015)
11:e1005024. doi: 10.1371/journal.ppat.1005024

14. Hasegawa A, Liu H, Ling B, Borda JT, Alvarez X, Sugimoto C, et al. The level
of monocyte turnover predicts disease progression in the macaque model of
AIDS. Blood. (2009) 114:2917–25. doi: 10.1182/blood-2009-02-204263

15. Sandler NG, Douek DC. Microbial translocation in HIV infection: causes,
consequences and treatment opportunities.Nat Rev Microbiol. (2012) 10:655–
66. doi: 10.1038/nrmicro2848

16. Sandler NG, Wand H, Roque A, Law M, Nason MC, Nixon DE, et al. Plasma
levels of soluble CD14 independently predict mortality in HIV infection. J
Infect Dis. (2011) 203:780–90. doi: 10.1093/infdis/jiq118

17. Krastinova E, Lecuroux C, Leroy C, Seng R, Cabie A, Rami A, et al.
High soluble CD14 levels at primary HIV-1 infection predict more rapid
disease progression. J Infect Dis. (2015) 212:909–13. doi: 10.1093/infdis/
jiv145

18. Prost S, Le Dantec M, Augé S, Le Grand R, Derdouch S, Auregan G, et al.
Human and simian immunodeficiency viruses deregulate early hematopoiesis
through a Nef/PPARgamma/STAT5 signaling pathway in macaques. J Clin
Invest. (2008) 118:1765–75. doi: 10.1172/JCI33037

19. Bruel T, Dupuy S, Démoulins T, Rogez-Kreuz C, Dutrieux J, Corneau A,
et al. Plasmacytoid Dendritic cell dynamics tune interferon-alfa production
in SIV-infected cynomolgus macaques. PLoS Pathog. (2014) 10:e1003915.
doi: 10.1371/journal.ppat.1003915

20. Favier B. Regulation of neutrophil functions through inhibitory receptors: an
emerging paradigm in health and disease. Immunol Rev. (2016) 273:140–55.
doi: 10.1111/imr.12457

21. Baudhuin J, Migraine J, Faivre V, Loumagne L, Lukaszewicz AC, Payen
D, et al. Exocytosis acts as a modulator of the ILT4-mediated inhibition
of neutrophil functions. Proc Natl Acad Sci USA. (2013) 110:17957–62.
doi: 10.1073/pnas.1221535110

22. Lichterfeld M, Yu XG. The emerging role of leukocyte immunoglobulin-
like receptors (LILRs) in HIV-1 infection. J Leukoc Biol. (2012) 91:27–33.
doi: 10.1189/jlb.0811442

23. Huang J, Burke PS, Cung TD, Pereyra F, Toth I, Walker BD, et al. Leukocyte
immunoglobulin-like receptors maintain unique antigen-presenting
properties of circulating myeloid dendritic cells in HIV-1-infected elite
controllers. J Virol. (2010) 84:9463–71. doi: 10.1128/JVI.01009-10

24. Coindre S, TchitchekN, Alaoui L, Vaslin B, Bourgeois C, Goujard C, et al. Mass
cytometry analysis reveals the landscape and dynamics of CD32a+ CD4+
T cells from early HIV infection to effective cART. Front Immunol. (2018)
9:1217. doi: 10.3389/fimmu.2018.01217

25. Qiu P, Simonds EF, Bendall SC, Gibbs KD, Bruggner RV, LindermanMD, et al.
Extracting a cellular hierarchy from high-dimensional cytometry data with
SPADE. Nat Biotechnol. (2011) 29:886–91. doi: 10.1038/nbt.1991

26. Gautreau G, Pejoski D, Le Grand R, Cosma A, Beignon AS,
Tchitchek N. SPADEVizR: an R package for visualization, analysis
and integration of SPADE results. Bioinformatics. (2016) 33:btw708.
doi: 10.1093/bioinformatics/btw708

27. Smed-Sörensen A, Loré K. Dendritic cells at the interface of innate and
adaptive immunity to HIV-1. Curr Opin HIV AIDS. (2011) 6:405–10.
doi: 10.1097/COH.0b013e328349b06b

28. Malleret B, Manéglier B, Karlsson I, Lebon P, Nascimbeni M, Perié L,
et al. Primary infection with simian immunodeficiency virus: plasmacytoid
dendritic cell homing to lymph nodes, type I interferon, and immune
suppression. Blood. (2008) 112:4598–608. doi: 10.1182/blood-2008-06-162651

29. Krensky AM. The HLA system, antigen processing and presentation. Kidney
Int Suppl. (1997) 58:S2–7.

30. Guilliams M, Bruhns P, Saeys Y, Hammad H, Lambrecht BN. The function of
Fcγ receptors in dendritic cells and macrophages. Nat Rev Immunol. (2014)
14:94–108. doi: 10.1038/nri3582

31. Dugast AS, Tonelli A, Berger CT, Ackerman ME, Sciaranghella G, Liu
Q, et al. Decreased Fc-receptor expression on innate immune cells is
associated with impaired antibody mediated cellular phagocytic activity
in chronically HIV 1 infected individuals. Virology. (2012) 415:160–7.
doi: 10.1016/j.virol.2011.03.012

32. Homann S, Smith D, Little S, Richman D, Guatelli J. Upregulation of
BST-2/Tetherin by HIV infection in vivo. J Virol. (2011) 85:10659–68.
doi: 10.1128/JVI.05524-11

33. Mussil B, Javed A, Töpfer K, Sauermann U, Sopper S. Increased BST2
expression during simian immunodeficiency virus infection is not a
determinant of disease progression in rhesus monkeys. Retrovirology. (2015)
12:92. doi: 10.1186/s12977-015-0219-8

34. Hirayasu K, Saito F, Suenaga T, Shida K, Arase N, Oikawa K, et al. Microbially
cleaved immunoglobulins are sensed by the innate immune receptor LILRA2.
Nat Microbiol. (2016) 1:16054. doi: 10.1038/nmicrobiol.2016.54

35. Lu HK, Mitchell A, Endoh Y, Hampartzoumian T, Huynh O, Borges
L, et al. LILRA2 selectively modulates LPS-mediated cytokine production
and inhibits phagocytosis by monocytes. PLoS ONE. (2012) 7:e33478.
doi: 10.1371/journal.pone.0033478

36. Anderson KJ, Allen RL. Regulation of T-cell immunity by leucocyte
immunoglobulin-like receptors: innate immune receptors for
self on antigen-presenting cells. Immunology. (2009) 127:8–17.
doi: 10.1111/j.1365-2567.2009.03097.x

37. Chang CC, Ciubotariu R, Manavalan JS, Yuan J, Colovai AI, Piazza F, et al.
Tolerization of dendritic cells by T(S) cells: the crucial role of inhibitory
receptors ILT3 and ILT4. Nat Immunol. (2002) 3:237–43. doi: 10.1038/ni760

38. Brenk M, Scheler M, Koch S, Neumann J, Takikawa O, Häcker
G, et al. Tryptophan deprivation induces inhibitory receptors ILT3
and ILT4 on dendritic cells favoring the induction of human
CD4+CD25+ Foxp3+ T regulatory cells. J Immunol. (2009) 183:145–54.
doi: 10.4049/jimmunol.0803277

39. Lu HK, Rentero C, Raftery MJ, Borges L, Bryant K, Tedla N. Leukocyte Ig-like
receptor B4 (LILRB4) is a potent inhibitor of FcgammaRI-mediated monocyte
activation via dephosphorylation of multiple kinases. J Biol Chem. (2009)
284:34839–48. doi: 10.1074/jbc.M109.035683

40. Park M, Raftery MJ, Thomas PS, Geczy CL, Bryant K, Tedla N. Leukocyte
immunoglobulin-like receptor B4 regulates key signalling molecules involved
in FcγRI-mediated clathrin-dependent endocytosis and phagocytosis. Sci Rep.
(2016) 6:35085. doi: 10.1038/srep35085

41. Espíndola MS, Soares LS, Galvão-Lima LJ, Zambuzi FA, Cacemiro MC,
Brauer VS, et al. Epigenetic alterations are associated with monocyte
immune dysfunctions in HIV-1 infection. Sci Rep. (2018) 8:5505.
doi: 10.1038/s41598-018-23841-1

42. Wittner M, Dunay GA, Kummer S, Bockhorn M, Hüfner A, Schmiedel S,
et al. Cd32 expression of different memory T cell subpopulations in the blood
and lymph nodal tissue of HIV patients and healthy controls correlates with
immune activation. JAIDS J Acquir Immune Defic Syndr. (2017) 77:345–9.
doi: 10.1097/QAI.0000000000001622

43. Martin-Gayo E, Buzon MJ, Ouyang Z, Hickman T, Cronin J, Pimenova D,
et al. Potent cell-intrinsic immune responses in dendritic cells facilitate HIV-
1-specific T cell immunity in HIV-1 elite controllers. PLoS Pathog. (2015)
11:e1004930. doi: 10.1371/journal.ppat.1004930

44. Wijewardana V, Bouwer AL, Brown KN, Liu X, Barratt-Boyes SM.
Accumulation of functionally immature myeloid dendritic cells in lymph
nodes of rhesus macaques with acute pathogenic simian immunodeficiency
virus infection. Immunology. (2014) 143:146–54. doi: 10.1111/imm.12295

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 12 November 2019 | Volume 10 | Article 2677

https://doi.org/10.1186/1742-4690-9-11
https://doi.org/10.1093/infdis/jir616
https://doi.org/10.1007/s00018-017-2712-9
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1001235
https://doi.org/10.1111/j.1365-2249.2012.04647.x
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005024
https://doi.org/10.1182/blood-2009-02-204263
https://doi.org/10.1038/nrmicro2848
https://doi.org/10.1093/infdis/jiq118
https://doi.org/10.1093/infdis/jiv145
https://doi.org/10.1172/JCI33037
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003915
https://doi.org/10.1111/imr.12457
https://doi.org/10.1073/pnas.1221535110
https://doi.org/10.1189/jlb.0811442
https://doi.org/10.1128/JVI.01009-10
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.01217
https://doi.org/10.1038/nbt.1991
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw708
https://doi.org/10.1097/COH.0b013e328349b06b
https://doi.org/10.1182/blood-2008-06-162651
https://doi.org/10.1038/nri3582
https://doi.org/10.1016/j.virol.2011.03.012
https://doi.org/10.1128/JVI.05524-11
https://doi.org/10.1186/s12977-015-0219-8
https://doi.org/10.1038/nmicrobiol.2016.54
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0033478
https://doi.org/10.1111/j.1365-2567.2009.03097.x
https://doi.org/10.1038/ni760
https://doi.org/10.4049/jimmunol.0803277
https://doi.org/10.1074/jbc.M109.035683
https://doi.org/10.1038/srep35085
https://doi.org/10.1038/s41598-018-23841-1
https://doi.org/10.1097/QAI.0000000000001622
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1004930
https://doi.org/10.1111/imm.12295
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


Coindre et al. Myeloid Cell States and HIV

45. Sabado RL, O’Brien M, Subedi A, Qin L, Hu N, Taylor E, et al. Evidence
of dysregulation of dendritic cells in primary HIV infection. Blood. (2010)
116:3839–52. doi: 10.1182/blood-2010-03-273763

46. Bashirova AA, Martin-Gayo E, Jones DC, Qi Y, Apps R, Gao X, et al. LILRB2
interaction with HLA class I correlates with control of HIV-1 infection. PLoS
Genet. (2014) 10:e1004196. doi: 10.1371/journal.pgen.1004196

47. Huang J, Goedert JJ, Sundberg EJ, Cung TD, Burke PS, Martin MP,
et al. HLA-B∗35-Px–mediated acceleration of HIV-1 infection by increased
inhibitory immunoregulatory impulses. J Exp Med. (2009) 206:2959–66.
doi: 10.1084/jem.20091386

48. Lichterfeld M, Kavanagh DG, Williams KL, Moza B, Mui SK, Miura T, et al.
A viral CTL escape mutation leading to immunoglobulin-like transcript 4-
mediated functional inhibition of myelomonocytic cells. J Exp Med. (2007)
204:2813–24. doi: 10.1084/jem.20061865

49. Cao W, Bover L, Cho M, Wen X, Hanabuchi S, Bao M, et al. Regulation of
TLR7/9 responses in plasmacytoid dendritic cells by BST2 and ILT7 receptor
interaction. J Exp Med. (2009) 206:1603–14. doi: 10.1084/jem.20090547

50. Villani AC, Satija R, Reynolds G, Sarkizova S, Shekhar K, Fletcher J,
et al. Single-cell RNA-seq reveals new types of human blood dendritic
cells, monocytes, and progenitors. Science. (2017) 356:eaah4573.
doi: 10.1126/science.aah4573

51. See P, Dutertre CA, Chen J, Günther P, McGovern N, Irac SE, et al.
Mapping the human DC lineage through the integration of high-dimensional
techniques. Science. (2017) 356:eaag3009. doi: 10.1126/science.aag3009

52. Finck R, Simonds EF, Jager A, Krishnaswamy S, Sachs K, Fantl
W, et al. Normalization of mass cytometry data with bead
standards. Cytom Part A. (2013) 83A:483–94. doi: 10.1002/cyto.
a.22271

53. van der Maaten L, Hinton G. Visualizing data using t-SNE. J Mach Learn Res.
(2008) 9:2579–605.

54. Platon L, Pejoski D, Gautreau G, Targat B, Le Grand R,
Beignon AS, et al. A computational approach for phenotypic
comparisons of cell populations in high-dimensional cytometry
data. Methods. (2018) 132:66–75. doi: 10.1016/j.ymeth.2017.
09.005

Conflict of Interest: The authors declare that the research was conducted in the
absence of any commercial or financial relationships that could be construed as a
potential conflict of interest.

Copyright © 2019 Coindre, Tchitchek, Alaoui, Vaslin, Bourgeois, Goujard, Lecuroux,

Bruhns, Le Grand, Beignon, Lambotte and Favier. This is an open-access article

distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY).

The use, distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the

original author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original

publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice.

No use, distribution or reproduction is permitted which does not comply with these

terms.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 13 November 2019 | Volume 10 | Article 2677

https://doi.org/10.1182/blood-2010-03-273763
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1004196
https://doi.org/10.1084/jem.20091386
https://doi.org/10.1084/jem.20061865
https://doi.org/10.1084/jem.20090547
https://doi.org/10.1126/science.aah4573
https://doi.org/10.1126/science.aag3009
https://doi.org/10.1002/cyto.a.22271
https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2017.09.005
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


 
 

 104 

  



Résultats 
 

 105 

Article 3 : Development of novel immune checkpoint inhibitors 

that work across human and cynomolgus macaque: application 

for preclinical studies in SIV model 

Résumé des données préliminaires de l’article non publié. 

LILRB1 et LILRB2 sont des molécules immuno-inhibitrices qui jouent un rôle central dans 

l’homéostasie du système immunitaire en régulant le niveau d’activation des leucocytes. 

Cependant, dans le contexte de l’infection par le VIH, l’expression de ces récepteurs inhibiteurs 

et leur liaison au complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I), ont été associés à 

un phénotype particulier et/ou à un profond dysfonctionnement des cellules immunitaires 

(Anfossi et al., 2004; Jinghe Huang et al., 2010, 2011, 2012; O’Connor et al., 2007; Vlad et al., 

2003). Des études réalisées à partir de cohorte de patients infectés par le VIH montrent 

notamment que les individus ayant des allèles CMH-I arborant un niveau élevé d’interaction 

avec LILRB2 présentent des cellules dendritiques phénotypiquement et fonctionnellement 

dérégulées et une progression accélérée de la maladie (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; 

Jinghe Huang et al., 2009). Le blocage de l’interaction entre LILRB1 et/ou LILRB2 et leurs 

ligands CMH-I pourrait donc constituer une stratégie thérapeutique efficace pour restaurer ou 

améliorer les réponses immunitaires de l’hôte contre le VIH.  

Les études précliniques chez les modèles animaux de maladies humaines sont une étape 

essentielle pour l’évaluation de l’efficacité et de l’innocuité des nouveaux candidats 

thérapeutiques. A cet égard, les macaques sont des modèles de choix pour étudier les LILRs et 

leur fonction immuno-modulatrice dans le contexte de l’infection par le SIV (Evans & Silvestri, 

2013; Slukvin et al., 2006). Cependant, les anticorps bloquants actuellement disponibles dans 

le commerce  ne sont pas capables d’interagir avec LILRB1 ou LILRB2 chez les primates non-

humains. 

Pour pallier ce manque de réactivité croisée, nous avons développé dans cette étude, des 

anticorps monoclonaux (AcM) anti-LILRB1 et/ou -LILRB2, capables de bloquer ces récepteurs 

inhibiteurs à la fois chez l’Homme et le macaque. 

Pour cela, nous avons d’abord caractérisé les membres de la famille LILR chez le macaque 

cynomolgus (mLILR). Puis, en utilisant ces séquences mLILRs, nous avons développé et trouvé 

deux AcM de souris capables de reconnaître LILRB1 et/ou LILRB2 et de bloquer leur 
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interaction avec le CMH-I classique chez l’humain et le macaque. Nos résultats indiquent que 

l’AcM bloquant anti-LILRB2 est également capable de bloquer l’interaction de LILRB2 avec 

la chaîne lourde de l’antigène des leucocytes humains G non classique (HLA-G) associée ou 

non à la bêta-2-microglobuline. Enfin nos données montrent une distribution comparable de 

nos anticorps sur les cellules myéloïdes chez l’humain et le macaque cynomolgus. 

Dans l’ensemble, ces données mettent en évidence des candidats inédits pour les études 

précliniques d’immunothérapies visant de nouveaux points de contrôle immunitaire impliqués 

dans l’échappement du VIH aux réponses immunitaires. 

Des études fonctionnelles in vitro seront réalisées afin de valider la capacité de ces anticorps à 

améliorer les réponses immunitaires dans un contexte d’infection par le SIV/VIH. Par la suite, 

des tests d’innocuité d’une version chimérique (parties constantes d’IgG1 de macaque) de nos 

AcM bloquants sera validée dans une étude de pharmacocinétique-pharmacodynamique chez 

le macaque cynomolgus. A l’aide de ces résultats, nous pourrons nous placer dans des 

conditions optimales pour l’évaluation de l’efficacité de ces anticorps à améliorer ou restaurer 

les réponses immunitaires dans le modèle macaque d’infection par le SIV. Dans un second 

temps, nous étudierons l’effet de ces anticorps sur des macaques infectés par le SIV sous 

antirétroviraux. 

Par la suite, ces AcM bloquants pourraient ouvrir la voie à des études précliniques dans ce 

modèle de primate non-humain contre d’autres maladies infectieuses qui dérégulent les 

réponses immunitaires au travers de la fonction immuno-inhibitrice de LILRB1 et/ou de 

LILRB2. Au-delà des maladies infectieuses, ces anticorps bloquant des récepteurs inhibiteurs 

de l’immunité pourraient également trouver des applications en immunothérapie des cancers. 

Au final, ces études offriront une meilleure compréhension des mécanismes de régulation 

immunitaire médiés par ces récepteurs in vivo, permettant un transfert de cette potentielle 

immunothérapie vers des études cliniques.  
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Abstract 

The immune inhibitory receptors LILRB1 and LILRB2 which recognize MHC-I ligands, are 

proposed to play an important role in the deregulation of immune responses in HIV or SIV 

infection. Yet, there are no available blocking molecules to study in vivo the impact of LILRB1 

or LILRB2/MHC-I interactions in preclinical models of SIV infection. In this study, we aimed 

to generate blocking monoclonal antibodies (mAbs) against LILRB1 and/or LILRB2 that work 

across cynomolgus macaque and human. For this purpose, we first characterized LILR family 

in cynomolgus macaque and showed that their inhibitory receptors LILRB1 and LILRB2 bind 

to Mafa-MHC-I allele 063. Then, by using cynomolgus macaque LILR proteins, we developed 

two mAbs able to recognize LILRB1 and/or LILRB2 and to block in vitro their interaction with 

classical MHC-I ligands in both species. Moreover, we showed that the anti-LILRB2 mAb is 

also able to block the interaction of human LILRB2 with the non-classical HLA-G heavy chain 

associated, or not, with beta-2-microglobulin. Finally, we revealed identical mAbs distribution 

profile on myeloid cell subsets between cynomolgus macaques and humans. These blocking 

mAbs could pave the way for preclinical studies in macaque model of SIV infection and help 

to reveal the in vivo involvement of LILRB1 and LILRB2 in the pathophysiology of SIV/HIV 

infection. Overall, these studies will provide a better knowledge of immune regulatory 

mechanisms mediated by LILRB1 and LILRB2 in vivo, allowing a potential transfer of this 

immunotherapy to clinical studies.  
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Introduction 

Activating and inhibitory receptors play a crucial role in immunological homeostasis. However, 

under certain circumstances, and particularly during infections, their immunomodulatory 

properties can be hijacked for immune evasion. Among the immune-inhibitory receptors, the 

leukocyte immunoglobulin-like receptor B1 (LILRB1; alternatively CD85j, ILT2, or LIR-1) 

and B2 (LILRB2; alternatively CD85d, ILT4, or LIR-2), have been extensively involved in the 

control and the pathogenesis of some infections and other human diseases (Chen et al., 2018; 

Hudson & Allen, 2016; Kang et al., 2015; M. Lichterfeld & Yu, 2012; J. Zhang et al., 2017). 

In the context of HIV infection, particular expression of LILR inhibitory receptors, mainly on 

myelomonocytic cells, and increase of binding strength to their human leukocyte antigen class 

I (HLA-I) ligands have been associated with immune cells deregulation (M. Lichterfeld & Yu, 

2012). 

In HIV-1 infected patients, increased expression of LILRB1 on NK cells is associated with their 

decreased cytotoxic activity (O’Connor et al., 2007). Whereas increased expression of LILRB2 

on myeloid cells is associated with a decreased antigen presenting ability of monocytes (Vlad 

et al., 2003), and profound DCs dysfunctions (Jinghe Huang et al., 2011). Among DCs, classical 

DCs (cDCs) are professional antigen presenting cells (APCs) whose functions is critical for 

generating, maintaining and fine-tuning adaptive immune responses. Ex vivo studies indicate 

that HIV-1 infection increases of level of soluble MHC-I in plasma that can bind to LILRB2 

impairing cDC functions including: 1) maturation capacity, noticed by a decrease in 

costimulatory molecules expression, 2) antigen-presenting function to T cells, and 3) ability to 

produce cytokines under stimulation. Ultimately, these dysfunctions result in cDCs inability to 

activate and induce T lymphocyte proliferation (Jinghe Huang et al., 2010, 2011, 2012). The 

direct role of LILRB2 in these dysfunctions was demonstrated by in vitro use of small 

interfering RNAs-mediated knockdown of LILRB2 surface expression in cDCs. Indeed, this 

LILRB2 knockdown was able to restore cDCs functional antigen-presenting properties 

resulting in proper T-cell activation (Bashirova et al., 2014; J. Huang et al., 2010; Jinghe Huang 

et al., 2010). Additional in vitro experiments show that the increase of LILRB2-HLA-I 

interaction strength by HIV peptide or HLA-I haplotype is positively correlated with the level 

of cDC dysfunction and disease progression (Bashirova et al., 2014; Jinghe Huang et al., 2009). 

Overall, these studies indicate that LILRB1 and LILRB2 may represent efficient targets to 

improve immune responses against HIV. 
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Macaque models of SIV infection have become an essential preclinical step for the assessment 

of efficacy and safety of new drug therapy candidates against HIV-1, including vaccines, 

immune checkpoint inhibitors and antiretroviral therapy (Estes et al., 2018; Evans & Silvestri, 

2013; Mylvaganam et al., 2018; Shetty et al., 2012; Velu et al., 2009). The multigene LILR 

family comprises primate-specific receptors in terms of sequence homology (Slukvin et al., 

2006). Therefore, non-human primate models, which include cynomolgus macaque, are models 

of choice for studying the impact of LILRs and their immunomodulatory function in the context 

of SIV infection. In this regard, our team previously demonstrated a strong and simultaneous 

increase of LILRB2 and MHC-I expression on the surface cDCs during the acute phase of HIV-

1 and SIV infection in humans and cynomolgus macaques, respectively (Alaoui et al., 2018). 

In this context, SIV infection in macaques represents a unique model for preclinical studies to 

validate LILRs as therapeutic targets in HIV infection. Yet, none of the antibodies against 

human LILRB1 or LILRB2 that are commercially available interact with LILRB1 or LILRB2 

in macaques. 

In this study, we developed monoclonal antibodies (mAbs) against LILRB1 and/or LILRB2 

that are able to block in vitro their interaction with MHC-I ligands in humans and cynomolgus 

macaque. For this purpose, we first characterized members from the LILR family in the 

cynomolgus macaque (mLILRs) in order to generate recombinant macaque LILRB1- and 

LILRB2-Fc fusion proteins. Then, these fusion proteins were used to developed two mAbs able 

to recognize LILRB1 and/or LILRB2 and to block their interaction with classical MHC-I in 

human and macaque. Our data show that the anti-LILRB2 blocking mAb is also able to block 

LILRB2 interaction with the non-classical HLA-G heavy chain associated or not with the beta-

2-microglobulin subunit. Once the safety of a version of our blocking mAbs will be validated 

in a pharmacokinetic-pharmacodynamic study, their efficacy in boosting immune responses in 

the macaque model of SIV infection will be evaluated. 
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Results 

Characterization of cynomolgus macaque LILRs and generation of blocking anti-LILRB1 

and LILRB2 mAbs 

The cDNA corresponding to cynomolgus macaque LILRs (mLILRs) were cloned from 

PBMCs. By comparing cDNA LILR sequences from human and cynomolgus macaque, we 

could identify five activating mLILRA (mLILRA1-A5), corresponding to the human LILRA1-

A5, and four inhibitory mLILRB (mLILRB1-B4), corresponding to the human LILRB1-B4 

(Supplemental Figure 1). Due to their broad predominance in the genome of the sequenced 

cynomolgus macaques, mLILRB1 allele 2 (mLILRB1.2) and mLILRB2 allele 1 (mLILRB2.1) 

were used to immunized mice to develop anti-mLILRB1 and anti-mLILRB2 monoclonal 

antibodies (mAbs). Hybridoma culture supernatants were screened for antibody production, 

specificity for mLILRB1.2 and mLILRB2.1, cross-reactivity for hLILRB1 and hLILRB2 and 

blocking capacity. At the end of the different screening stages, two hybridomas from the 

mLILRB1.2 immunization were selected to obtain the B1.2.1 and B1.2.2 blocking mAbs. The 

graphical representation and the sequences of these two mAbs’ variable domains are depicted 

in Supplemental Figure 2. 

 

B1.2.1 and B1.2.2 mAbs cross-react with both human and cynomolgus macaque LILRs 

Because members of the LILR family share a high degree of homology, we tested the B1.2.1 

and B1.2.2 mAbs for their potential cross-reactivity on each human and cynomolgus macaque 

LILRs (Figure 1). Using human soluble LILR-Fc fusion proteins we showed that B1.2.1 

interacts with both hLILRB1 and hLILRB2 whereas B1.2.2 interacts with hLILRB1 and weakly 

with hLILRB2 (Figure 1A). Our results also showed that both B1.2.1 and B1.2.2 mAbs cross-

react with hLILRA1 and hLILRA3. The interactions of B1.2.1 and B1.2.2 mAbs with hLILRB1 

and hLILRB2 inhibitory receptors expressed on transduced CHO cell lines were confirmed by 

flow cytometry analysis (Figure 1B). To assess the cross reactivity of the B1.2.1 and B1.2.2 

mAbs with cynomolgus macaque LILRs, we generated cell lines expressing each mLILR. Our 

results show that both B1.2.1 and B1.2.2 mAbs cross-react with the two mLILRB1 alleles and 

with allele 3 of mLILRA1 (Figure 1C). Moreover, B1.2.1 mAb only interacts with mLILRB2 

allele 2, whereas B1.2.2 mAb interacts with the two mLILRB2 alleles. Binding affinity of 

B1.2.1 and B1.2.2 mAbs with human and macaque LILR-Fc fusion proteins were determined 



Résultats 

 

112 

 

using biolayer interferometry (Table 1). The equilibrium dissociation constant (KD) affinities 

were calculated in the range of 1.3 10-9 – 8.7 10-10 M for hLILRs-Fc and 2.9 10-9 – 3.9 10-12 M 

for mLILRs-Fc. Since the mAbs KD for hLILRB1 were approximately 3,000-fold stronger than 

endogenous HLA ligand binding (KD = 2 – 45 10-6 M; (Shiroishi et al., 2003)), these affinities 

should be sufficiently strong to allow sturdy and durable interactions in vivo. 

 

B1.2.1 and B1.2.2 mAbs block LILRB1 and LILRB2 interactions with classical and non-

classical MHC-I ligands 

LILRB1 and LILRB2 exhibit various profiles of interactions and affinity levels with membrane 

and soluble ligands (Burshtyn & Morcos, 2016). Among these ligands, LILRB1 and LILRB2 

can bind to all of the classical human leukocyte antigen class I (HLA-I) molecules (HLA-A, -

B and -C) and some of the non-classical HLA-I (HLA-G and -F) (Jones et al., 2011; Lepin et 

al., 2000; Navarro et al., 1999; Shiroishi, Kuroki, Rasubala, et al., 2006). In order to investigate 

the blocking capacity of purified B1.2.1 and B1.2.2 mAbs on human LILR/MHC-I interactions, 

we first used HLA-I pentamers harboring HIV peptides and displaying high level of interaction 

with hLILRB1 and hLILRB2 expressed on cell lines (Figure 2A). We found that B1.2.1 mAb 

was able to block the interaction of HLA-I pentamer with hLILRB2 but not with hLILRB1. 

Conversely, B1.2.2 mAb completely blocked the interaction of HLA-I pentamers with 

hLILRB1 and had no effect on hLILRB2. To confirm the blocking capacity of the mAbs, we 

employed another interaction system using hLILRB1-Fc and hLILRB2-Fc soluble fusion 

proteins and M8-cell line expressing the non-classical HLA-G1 molecule (Figure 2B), a ligand 

preferentially recognized by these two LILRs (Shiroishi, Kuroki, Rasubala, et al., 2006; Wang 

et al., 2019). Our data indicated that B1.2.1 mAb partially blocked hLILRB2-Fc interaction 

with HLA-G1 whereas B1.2.2 mAb completely blocked hLILRB1-Fc/HLA-G1 interaction. For 

both interaction system, the lack of blocking activity from B1.2.2 on hLILRB2 results from it 

poor capacity to bind this receptor. To determine the blocking capacity of the purified 

monoclonal antibodies on mLILRB1 or mLILRB2/MHC-I interactions in cynomolgus 

macaque, we first set up a binding assay between a cynomolgus macaque (Macaca fascicularis; 

Mafa) allele A1*063 MHC-I tetramer harboring a SIV peptide and the receptor mLILRB1.2 or 

mLILRB2.1 expressed on cell lines (Figure 2C). Thank to this approach, we could demonstrate 

that both B1.2.1 and B1.2.2 mAbs blocked Mafa-A1*063-MHC-I interaction with mLILRB1.2 

cell line. B1.2.2 mAb also partially blocked the interaction of Mafa-A1*063-MHC-I tetramer 

with mLILRB2.1 cell line. Collectively, these results indicate that B1.2.1 is a blocking mAb 
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for human LILRB2 and cynomolgus macaque LILRB1.2 whereas B1.2.2 is a blocking mAb for 

human LILRB1 and cynomolgus macaque LILRB1.2 and to a lesser extent for mLILRB2.1. 

These results although highlight that cynomolgus macaque LILRB1 allele 2 share structural 

proximity with both human LILRB1 and LILRB2. 

 

B1.2.1 mAb blocks the interaction of human LILRB2 with HLA-G free heavy chain 

molecule. 

HLA class I molecules are composed of a heavy chain including three domains (1-3) non-

covalently associated with beta-2-microglobulin (B2M) subunit. Structural studies previously 

showed that LILRB1 and LILRB2 interact via their D1 domain with the α3 domain of HLA-

class I heavy chain while their D1 and D2 domains interact with the B2M subunit (Shiroishi, 

Kuroki, Rasubala, et al., 2006; Wang et al., 2019; Willcox et al., 2003). LILRB2 has a greater 

interacting interface with the α3 domain, while LILRB1 strongly depends on the interaction 

with B2M to form a stable complex. Consequently, LILRB2 can interact with the HLA-I heavy 

chain associated or not with B2M whereas LILRB1 binds exclusively with the HLA-I 

complexes associated with B2M (Jones et al., 2011; Shiroishi, Kuroki, Rasubala, et al., 2006). 

Because LILRB2 is able to interact with the B2M-free HLA class I heavy chain (FHC), we 

investigated if the selected antibodies were able to block this interaction. For this purpose, 

HLA-G1 FHC expressing cells were generated by removing B2M molecules from the surface 

of M8-HLA-G1 cells with an acid treatment. The efficiency of this treatment to induce FHCs 

on M8-HLA-G1 cells was verified using an antibody recognizing specifically MHC-I 

molecules dissociated from B2M (MHC-I FHC). As shown in Figure 3A, after acid treatment 

all M8-HLA-G1 cells were expressing high level of FHCs. Concordantly with previous study 

(Shiroishi, Kuroki, Ose, et al., 2006), LILRB2-Fc was still interacting with M8-HLA-G1 FHC 

despite the absence of B2M (Figure 3B). Moreover, B1.2.1 mAb completely blocked the 

interaction of hLILRB2-Fc with HLA-G1 FHC. In agreement with it poor binding to hLILRB2, 

no blocking activity was observed for B1.2.2 mAb (Figure 3B). These data show that B1.2.1 

blocks LILRB2 interaction with MHC-I molecules that are associated or not with B2M,   

strongly suggesting that this mAb could block a wide range of interactions between LILRB2 

and its MHC-I ligands. 
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B1.2.1 and B1.2.2 monoclonal antibodies display similar distribution on human and 

macaque myeloid cells. 

LILRB1 and LILRB2 are mainly found on immune subsets from the myeloid lineage (van der 

Touw et al., 2017). Therefore, we evaluated and then compared binding and distribution of the 

mAbs on human and macaque monocyte and dendritic cell subsets by flow cytometry analysis 

(Figure 4A). Stainings of PBMCs with fluorescent B1.2.1 and B1.2.2 mAbs showed similar 

distribution among myeloid cell sub-populations with a high expression of LILRB1 and 

LILRB2 on each human monocyte subsets (classical, intermediate and non-classical 

monocytes) and lower expression on human cDC2 and pDC subsets (Figure 4B). Interestingly, 

fluorescence intensity resulting from staining of myeloid cells with B1.2.1 mAb was higher 

than with B1.2.2 mAb. This difference could result from the absence of hLILRB2 recognition 

by B1.2.2 compared to B1.2.1 (Figure 1A-B). Since peripheral blood cDC1s usually do not 

express LILRB1 or LILRB2 in resting conditions (Colletti et al., 2016), we use this cell subset 

as negative control of B1.2.1 and B1.2.2 staining. In agreement with these data, none of the 

mAbs stained cDC1s. Staining of cynomolgus macaque PBMCs with B1.2.1 and B1.2.2 mAbs 

showed similar cell subset distributions to that observed in human (Figure 4C). Unlike human 

monocytes and DCs, incubation with B1.2.2 mAb lead to higher fluorescence intensity on 

macaque myeloid cells than B1.2.1 mAb. This difference could result from the broader 

recognition range of B1.2.2 mAb on macaque LILRs (Figure 1C).  
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Discussion 

Expression and binding of LILRB1 and LILRB2 to their MHC-I ligands has been associated 

with particular phenotype and/or functional deregulation of immune cells, in patients infected 

by HIV-1 (Anfossi et al., 2004; J. Huang et al., 2010; Jinghe Huang et al., 2010, 2011, 2012; 

O’Connor et al., 2007; Vlad et al., 2003). Moreover, the strength of LILRB2/HLA-I interaction 

was proposed to drive HIV-1 disease progression (Bashirova et al., 2014; Jinghe Huang et al., 

2009). Therefore, LILRB1 and LILRB2 seem to be critical immunoregulatory receptors that 

could be targeted to improve immune responses in HIV infection. LILR members were 

previously characterized in rhesus macaque (Slukvin et al., 2006), and macaque models of SIV 

infection are widely used to study the physio-pathological events of the disease which is very 

close from HIV infection in human (Estes et al., 2018; Evans & Silvestri, 2013; Mylvaganam 

et al., 2018; Shetty et al., 2012; Velu et al., 2009). In this context, blocking of LILRB1 and/or 

LILRB2 in the macaque models of SIV infection appears to be highly relevant to determine the 

impact of this treatment on immune responses against SIV/HIV. However, the commercially 

available blocking mAbs, generated against human LILRB1 and/or LILRB2, do not cross-react 

with LILRB inhibitory receptors expressed in macaques, hampering preclinical studies in this 

model.  

In the present study, we focused on the development of blocking anti-LILRB1 and/or -LILRB2 

antibodies that work across humans and cynomolgus macaques to provide unique tools to assess 

the role of these receptors in preclinical models of SIV/HIV infection as well as to study their 

impact in other human diseases. For this purpose, we characterized and cloned cDNA 

corresponding to LILR members in the cynomolgus macaque. We identified among this 

macaque specie, five mLILRA (mLILRA1-A5), corresponding to the human LILRA1-A5, and 

four mLILRB (mLILRB1-B4), corresponding to the human LILRB1-B4. The cDNA sequence 

corresponding to macaque LILRA6 and LILRB5 are currently under characterization. 

To overcome a lack of mAb cross-reactivity in macaque, we produced soluble mLILRB1 and 

mLILRB2 proteins to generate antibodies selected for their capacity to block macaque and 

human LILRB1 and/or LILRB2 interaction with MHC-I in vitro. At the end of the screening, 

B1.2.1 and B1.2.2 mAbs were the best candidates. We first demonstrated that these mAbs 

exhibit different interaction profile for LILRB1 and/or LILRB2, in human and cynomolgus 

macaque. Then, using in vitro interaction assays of LILRB1 and LILRB2 with soluble or 

membrane-bound MHC-I ligands, we showed the purified mAbs also display distinct blocking 
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features. Indeed, B1.2.1 mAb blocks hLILRB2 and mLILRB1 allele 2, whereas B1.2.2 mAb 

blocks hLILRB1, mLILRB1 allele 2 and partially mLILRB2 allele 1. The blocking activity of 

both mAbs on mLILRB1 allele 1, and mLILRB2 allele 2 could not be assessed because of the 

lack of adequate MHC-I interaction assay with these receptors. Screening of interactions 

between mLILRB1 allele 1 or mLILRB2 allele 2 with various Mafa-MHC-I haplotypes should 

be helpful to setup in vitro interaction assay and determine if the mAbs blocking feature is 

conserved among the different allele of mLILRB1 and mLILRB2 members. Moreover, despite 

a strong binding with hLILRB1, the B1.2.1 mAb was not able to block this receptor in vitro. 

Data from an epitope mapping by crystallography of the mAbs and sequences alignment in 

human and macaque will be helpful to find if there are conserved amino acids sequences among 

LILRs that can predict binding or blocking capacity of these mAbs in both species. 

To our knowledge there are currently no other mAb able to block interactions of LILRB1 and/or 

LILRB2 with classical MHC-I ligands in both human and cynomolgus macaque. These mAbs 

were also shown to block the interaction of hLILRB1 and hLILRB2 with the non-classical 

HLA-G ligand. Moreover, we showed that B1.2.1 mAb also blocks hLILRB2 interaction with 

HLA-G1 B2M-free heavy chain. According to Shiroishi and al., LILRB1 and LILRB2 binding 

to HLA-G presents three- to four-fold higher affinity when compared to classical MHC-I 

molecules (Shiroishi et al., 2003). These data suggest that HLA-G interaction with these 

receptors may play a dominant role in the regulation of immune cell activation. Thus, it would 

be interesting first, to assess if an interaction between a macaque functional equivalent of HLA-

G, Mafa-AG, and mLILRB1 or mLILRB2 occur, and second, to investigate if the mAbs 

capacity to block this interaction is conserved in cynomolgus macaque. 

Generation of a cross-reactive mAb in human and macaque directed against a receptor within a 

multigene family, entails a significant risk of binding with different members of this family in 

both species. In this regard, we found that both B1.2.1 and B1.2.2 mAbs also cross-react with 

hLILRA1 and hLILRA3 and with mLILRA1 allele 3. Cross-reactivity of the mAbs for 

hLILRA1 and hLILRA3 is not surprising since these receptors share high homology with 

LILRB1 and LILRB2 extracellular domains and are phylogenetically closely related to these 

inhibitory receptors (Volz et al., 2001). LILRA3 is a soluble receptor; therefore, it would be 

interesting to generate a mLILRA3-Fc fusion protein to verify if mAbs interaction for LILRA3 

is conserved between human and cynomolgus macaque. hLILRA1 and hLILRA3 display 

binding preference for FHC forms of specific HLA-I alleles, most of which belonging to the 

HLA-C locus (Allen et al., 2001; Jones et al., 2011; Z. Zhang et al., 2015). These two receptors 
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are also able to interact with HLA-I associated with B2M but with a lower affinity compared to 

hLILRB1 and hLILRB2 (Allen et al., 2001; Ryu et al., 2011). During our experiments, we could 

not detect any binding of hLILRA1 and hLILRA3 with HLA-G1 (data not shown). Other 

experiments will be necessary to find ligands that strongly bind to these receptors and to 

investigate the B1.2.1 and B1.2.2 mAbs blocking capacity on these interactions. 

In our study, we were limited to few human (A*2402, B*0801 and HLA-G1) and macaque 

(A1*063) MHC-I alleles and peptides (HIV-1 Nef or Gag and SIV Gag) for interaction and 

blocking tests. However, previous studies indicate that the strength of the LILRB2/MHC-I 

interaction can be mediated by variations in the sequence of the HIV-Gag antigenic peptides 

presented by MHC-I (Mathias Lichterfeld et al., 2007), as well as, genetic polymorphisms of 

MHC-I haplotypes (Bashirova et al., 2014; Jinghe Huang et al., 2009; Jones et al., 2011). In 

this context, it would be interesting to study variation of affinities of LILRB1 and LILRB2 with 

a wider range of MHC-I ligands bearing a broader range of peptides, including different 

HIV/SIV peptides as well as other viruses and self-peptides. To answer this question, we have 

started to generate Mafa-MHC-I LCL 721.221 cell lines that will be used to present chosen 8-

10 amino acid peptides using TAPBPR soluble protein (Tudor Ilca et al., 2018). These cell lines 

will be used to characterize macaque LILRs interactions with their MHC-I ligands and to 

validate the broad blocking capacity of the B1.2.1 and B1.2.2 mAbs. 

We previously described similar LILRB2 distribution on human and cynomolgus macaque 

immune cell subsets (Alaoui et al., 2018). No expression profile of LILRB1 on macaque 

immune cells have been reported as no commercially available mAb is able to cross-react with 

this receptor in this specie. The mAbs produced here are unique since they are able to recognize 

hLILRB1 and to cross-react with both identified mLILRB1 alleles. LILRB1 and LILRB2 are 

mainly found on immune cell subsets from the human myeloid lineage (van der Touw et al., 

2017), we thus investigated the binding of the mAbs on human and macaque cynomolgus 

myeloid cells. Our results revealed identical B1.2.1 and B1.2.2 mAbs distribution profile 

between these two species with a high expression of both receptors on classical, intermediate 

and non-classical monocytes and a lower expression on cDC2 and pDC subsets. Despite 

LILRB1 expression on B cells and on a subset of NK cells and CD8 T cells (Lamar et al., 2010), 

no mAbs binding was detected on these cell subsets for human and macaque. This lack of 

recognition could be due to an isoform of the LILRB1 receptor specific to lymphoid cells not 

recognized by the B1.2.1 and B1.2.2 monoclonal antibodies. Thus, it will be necessary to test 

these interactions in a broader range of individuals. 
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Although mAbs were produced using a cynomolgus macaque LILR protein, the mAbs 

fluorescence intensity was higher on human myeloid cells. This might reflect higher expression 

of LILRB1 and LILRB2 molecules at immune cell surface in human. Slight differences after 

cell stainings were also observed between B1.2.1 and B1.2.2 mAbs. Indeed, for human myeloid 

cells, the fluorescence intensity with B1.2.1 mAb was higher than with B1.2.2 mAb. 

Conversely, for macaque myeloid cells, the fluorescence intensity with B1.2.1 mAb was lower 

than with B1.2.2 mAb. These differences could result from the broader recognition of LILRB1 

and LILRB2 by B1.2.1 in human and by B1.2.2 in macaque. Whether B1.2.1 and B1.2.2 mAbs 

can cross-react with other non-human primate species including rhesus monkey (Macaca 

mulatta), african green monkey (Chlorocebus aethiops) and olive baboon (Papio Anubis) 

remain to be determined. Such experiments could pave the way toward the use of these 

antibodies to assess the expression level or the distribution of LILRs but also the impact of 

blocking LILRB1 and/or LILRB2 on immune responses in these preclinical models of human 

pathologies. 

In summary, we have produced mAbs against LILRB1 and/or LILRB2 able to recognize and 

block these receptors in human and cynomolgus macaque. The similar mAbs cross-reactivity, 

cell distribution and blocking capacity in these two species, offer a wide range of possibilities 

for preclinical studies in macaque models of human diseases. 

Before in vivo studies, it is necessary to investigate in vitro the functional property of the anti-

LILRB1 and anti-LILRB2 mAbs on human and macaque immune responses. For this purpose, 

it would be interesting to assess whether blocking LILRB1 and/or LILRB2 inhibitory function, 

with our mAbs in both species, would enhance maturation, cytokine production and antigen-

presenting capacity of DCs. Subsequently, we could assess if this strategy can improve the 

generation of effector CD8+ T cells by autologous DCs from patients or macaques in acute 

HIV/SIV infection. Since, B1.2.2 mAb is able to block both LILRB1 and LILRB2 in macaque, 

but not in human, the use of bispecific antibody or a combination of antigen-binding fragment 

or single-chain fragment variable from the two mAbs could circumvent this lack of cross 

blocking in human. 

Once the in vitro function of mAbs is well characterized, the first essential step for in vivo 

studies is to assess the safety of the blocking mAbs in a pharmacokinetic/pharmacodynamic 

(PK/PD) study. To avoid the development of anti-drug antibodies (ADA), a macaque 

immunoglobulin G1 (IgG1, κ) chimeric version of our blocking mAbs will be generated by 

molecular biology. After the PK/PD study, the chimeric B1.2.1 or B1.2.2 mAb will be tested in 
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the macaque model of SIV infection. Since HIV and SIV infection promote a transient 

coordinated up-regulation of LILRB2 and MHC-I on cDCs and monocytes/macrophages in 

acute phase of the infection (Alaoui et al., 2018), macaques will be treated in primary infection 

to block exacerbated LILRB2/MHC-I interactions occurring during early immune responses. 

Therapeutic benefit of antiretroviral therapy (ART) combined with anti-PD-1, another immune 

checkpoint blocker, during chronic SIV infection have already been proved (Mylvaganam et 

al., 2018). In addition, blocking engagement of LILRB1 and LILRB2 with MHC-I would allow 

the CD8-α chain of T lymphocytes to interact with the latter, leading to an increase in 

polyfunctional CD8 T cell responses (Banchereau et al., 2012). Therefore, treatment of 

chronically SIV-infected macaques with the anti-LILRB1/B2 mAbs combined with ART will 

also be examined as therapeutic strategy to enhance antiviral immunity and reduce the viral 

reservoir. 

Finally, these blocking mAbs could also be used in other preclinical models of human diseases 

since it was shown that LILRB1 and/or LILRB2 play an important role in the attenuation of 

immune responses induced by DENV and CMV infections (Chan et al., 2014; Li et al., 2013; 

Nimmerjahn & Lux, 2014; Prod’homme et al., 2007), but also by tumors (Barkal et al., 2018; 

Chen et al., 2018; Kang et al., 2015; Lin & Yan, 2015). Altogether, these studies will provide 

a better knowledge of immune regulatory mechanisms mediated by these receptors in vivo, 

allowing potentially rapid transfer of this immunotherapy from preclinical to clinical studies. 
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Materials and Methods 

Animals  

Cynomolgus macaques were housed in the facilities of the Infectious Disease Models and 

Innovative Therapies (IDMIT) Center, part of the “Commissariat à l’Energie Atomique et aux 

Energies Alternatives” (CEA, Fontenay-aux-Roses, France). Non-human primates (NHP) were 

used in accordance with French national regulations, under the supervision of national 

veterinary inspectors (CEA Permit Number D 92-032-02). The CEA complies with the 

Standards for Human Care and Use of Laboratory Animals, of the Office for Laboratory Animal 

Welfare (OLAW, USA) under OLAW Assurance number #A5826-01. The use of NHP at the 

CEA is in conformity with the recommendations of European Directive (2010/63, 

recommendation No. 9). The animals were used under the supervision of the veterinarians in 

charge of the animal facility. These studies were approved and accredited by the ethics 

committee “Comité d’Ethique en Expérimentation Animale du CEA”. 

Biozzi mice were bred at the animal care unit of the CEA (Gif sur Yvette, France). All 

experiments were performed in compliance with French and European regulations on the care 

of laboratory animals (European Community Directive 86/609, French Law 2001-486, 6 June 

2001) and with the agreements of the Ethics Committee of the Commissariat à l’Energie 

Atomique (CEtEA ‘Comité d’Ethique en Expérimentation Animale’ n° 44) no. 12-026 and 15-

055 delivered to S. S. by the French Veterinary Services and CEA agreement D-91-272-106 

from the Veterinary Inspection Department of Essonne (France). 

 

Cynomolgus macaque LILR sequencing and cloning 

For cynomolgus macaque LILRs (mLILRs) sequencing, PBMCs from one SIV- and one SIV+ 

cynomolgus macaques were isolated and CD14+ cells were sorted using monocytes miltenyi 

microbeads kit and then stimulated with LPS for 4 h à 37°C 5% CO2. Total RNAs from CD14+ 

cells were extracted by RNeasy mini kit (Qiagen). After mRNA isolation and reverse 

transcription, cDNA were sequenced using a next-generation sequencing approach (MiSeq, 

Illumina). mLILRs full-length sequences from cDNA sequencing were reconstructed in silico 

using rhesus macaque LILRs references and various softwares including Bowtie, GAP4 and 

Geneious version 8.1.4 (Biomatters Ltd.). Multiple mLILRs genes were identified and specific 

sets of primers (Eurofins Genomics) targeting the different mLILR cDNAs were designed. For 
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mLILRs cloning, total RNA was extracted from freshly purified PBMCs of 5 cynomolgus 

macaques using RNeasy Mini Kit (Qiagen). The RNA was reversely transcribed into cDNA 

using SuperScript VILO (Invitrogen). Amplification of mLILRs was done using the specific 

synthesized primers (Eurofins Genomics) and the Platinum PCR SuperMix (Invitrogen). The 

parameters for PCR were 95°C for 4 min followed by 40 cycles at 94°C for 30 sec, 58°C for 30 

sec, 72°C for 2 min and finally at 72°C for 10 min. PCR products were cloned into TOPO TA 

vector (TOPO TA cloning KIT, Invitrogen) and then transformed in TOP10 competent bacteria. 

Sequencing of cDNAs was carried-out by Eurofins Genomics. The sequencing results were 

analyzed with Geneious version 8.1.4 (Biomatters Ltd.) software. 

 

Cell lines production 

As no commercially available antibody is able to recognize the different members of the 

mLILRs family, a flag (DYKDDDDK) sequence was added to the N-terminal part of the full-

length mLILRs-encoding cDNAs. Signal peptide of mLILRs was removed and replaced by a 

new signal peptide (MSALLILALVGAAVA) to ensure efficient surface expression of the 

receptors. The modified mLILRs cDNA sequences were synthesized and subcloned into the 

lentiviral vector pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro (ABM Inc.) by ProteoGenix (Schiltigheim, 

France). Plasmid constructions were amplified through STLB2 competent bacteria (Invitrogen) 

transformation and purified using NucleoBondTM Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel). For 

generation of the different mLILR cell lines, mLILRs cDNA-encoding plasmids were co-

transfected with pLenti-P2A packaging and pLenti-P2B envelope lentiviral plasmids (ABM 

Inc.) into HEK293T cells using TransIT®-293 (Mirus, EuroMedex), according to the 

manufacturer’s instructions. Transfection efficiency was evaluated by the level of GFP 

expressed by HEK293T transfected cells. Stably transfected cells were selected with Puromycin 

4µg/ml (Gibco) for one week and maintained in complete medium (DMEM (Gibco), 10% FBS 

(Eurobio), 1% Penicillin-Streptomycin-Neomycin (PSN) antibiotic mixture (Gibco). Receptor 

expression on the surface of each HEK293T-mLILR cell line produced was confirmed by flow 

cytometry using an anti-DYKDDDDK antibody (clone REA213, Miltenyi Biotec). Cell lines 

highly co-expressing mLILRs and GFP were sorted using the Becton Dickinson (BD) 

FACSAria I cell sorter and maintained in complete medium. M8 HLA-G1 cell line was 

produced by transfecting M8 melanoma cells with pcDNA3.1 vector containing HLA-G1 

cDNA by electroporation. CHO cell lines expressing either human LILRB1 or LILRB2 were 

kindly donated by Donald Shaffer (Jounce Therapeutics Inc., Cambridge, USA). 
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Cynomolgus macaque LILR-Fc fusion proteins production  

The mLILR-Fc fusion proteins were produced and purified in collaboration with the team of 

Gerard and Sandy Zurawski (Baylor Research Institute, Dallas, USA). The cDNAs encoding 

the extracellular domain of the different mLILRs were fused to a hIgG1-Fc by molecular 

biology for the generation of mLILR-Fc fusion proteins expressing the Fc region (CH2 and 

CH3 domains) of the human IgG1 heavy chain and the hinge region. The plasmid constructions 

were transfected into HEK293T cells to produce the mLILR-Fc soluble proteins with optimal 

glycosylation. Each mLILR-Fc fusion protein secreted into the culture supernatants was 

harvested and purified by affinity chromatography. 

 

B1.2.1 and B1.2.2 monoclonal antibody production 

Monoclonal antibodies (mAbs) were raised in Biozzi mice by immunizing with mLILRB1.2-Fc 

or mLILRB2.1-Fc (30 μg per injection) fusion protein. Mice eliciting the highest anti-

mLILRB1.2-Fc or mLILRB2.1-Fc antibody response were given an intravenous boost injection 

3 days before being sacrificed for splenic B cell fusion, according to Köhler and Milstein 

(Köhler & Milstein, 1975). Hybridoma culture supernatants were screened for antibody 

production, specificity for mLILRB1.2 and mLILRB2.1, cross-reactivity for hLILRB1 and 

hLILRB2 and blocking capacity, by either enzyme immunoassay, or either flow cytometry, or 

either both methods. Selected hybridomas were subsequently cloned by limiting dilution. 

Monoclonal antibodies were produced in hybridoma supernatants and further purified using  

ÄKTA™ protein purifier (Cytiva). Purification efficiency of mAbs was assessed by SDS-

PAGE in reducing and non-reducing conditions using an Agilent 2100 Bioanalyser. Endotoxin 

levels in purified mAbs were determined by Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation 

Kit (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s protocol. 

 

Immunoenzymatic screening of anti-LILRB1 and -LILRB2 hybridoma supernatants on mLILR-

Fc 

Enzyme immunoassays (EIA) were performed by transfering 50 μl of diluted hybridoma culture 

supernatants into 96-well, flat-bottom microplates (MaxiSorpTM immunoplate, Nunc) coated 

with goat anti-mouse immunoglobulin antibody (Jackson ImmunoReseach), and incubated 

overnight at 4 °C. After washes, biotinylated mLILRB1.2-Fc or mLILRB2.1-Fc fusion proteins 
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(50 ng/ml) were added (100 μl per well) and plates were reacted for 1 h at room temperature 

(RT). Plates were washed and reacted for 30 min at RT with 100 μl per well of 1 EU/ml of 

acetylcholinesterase (AChE)-labeled streptavidin produced in house. After several washes, 

AChE activity was revealed by Ellman’s colorimetric method (Grassi et al., 1989) by measuring 

absorbances at 414 nm after 1 h. All reagents were diluted in EIA buffer (0.1 M phosphate 

buffer [pH 7.4] containing 0.15 M NaCl, 0.1% BSA, and 0.01% sodium azide). Plates coated 

with proteins were saturated in EIA buffer (18 h at 4°C) and washed with washing buffer (0.1 

M potassium phosphate [pH 7.4] containing 0.05% Tween 20).  

 

Flow cytometry screening of anti-LILRB1 and -LILRB2 hybridoma supernatants and purified 

mAbs on mLILR and hLILR cell lines 

Flow cytometry screenings were performed using 0,2.106 cells of each HEK293T mLILRs cell 

lines, CHO hLILRB1 or hLILRB2 cell lines, placed into 96-well, cell culture-treated, U-

shaped-bottom microplate (FalconTM, Thermo Fisher Scientific) and stained with LIVE/DEAD 

viability dye (Invitrogen) for 15 min at RT to exclude dead cells. After a wash with DPBS 1X 

(Gibco), cells were incubated with 50 µl of hybridoma supernatants or 10 µg/ml of purified 

mAbs for 15 min at RT in qs 100 µl DPBS 1X to assess antibodies specificity and cross-

reactivity. Cells were washed and incubated for 15 min at RT with an affinipure secondary goat 

anti-mouse or -human IgG (H+L) antibody conjugated to the Alexa Fluor (AF)647 dye (Jackson 

ImmunoResearch) in qs 100 µl DPBS 1X. Finally, cells were washed and fixed with BD 

CellFIX 1X and acquired on BD LSR Fortessa cytometer. Purified mouse IgG1 κ isotype 

control from Becton Dickinson and purified IgG1 mAb produced in house were used as IgG 

isotype control. 

 

Immunoenzymatic screening of B1.2.1 and B1.2.2 mAbs on hLILR-Fc 

Enzyme immunoassays (EIA) were performed by transferring 5 μg/ml of hLILR-Fc, purchased 

from R&D Systems, into 96-well, flat-bottom microplates (MaxiSorpTM immunoplate, Nunc) 

coated with goat anti-human immunoglobulin antibody (Jackson ImmunoReseach), and 

incubated overnight at 4 °C. After washes, plates were saturated with EIA buffer for 3 h at RT. 

Plates were washed and several diluted concentration of 10 μg/ml monoclonal antibodies (10, 

3.3, 1.1, 0.37, 0.12, 0.041 and 0.014 μg/ml) at a volume of 100 µl per well were added for 2 h 
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incubation at RT. After washes, plates were reacted for 1 h at RT with 100 μl per well of 2 

EU/ml of acetylcholinesterase (AChE)-labeled goat anti-mouse antibody produced in house, 

then washed again. AChE activity was revealed by Ellman’s colorimetric method by measuring 

absorbances at 414 nm after 1 h and 40 min.  

 

Affinity determination of B1.2.1 and B1.2.2 mAbs 

The affinities of B1.2.1 and B1.2.2 mAbs for the different human and macaque LILRs-Fc fusion 

proteins were determined by Bio-layer Interferometry using the ForteBio system (Pall 

Laboratory). B1.2.1 and B1.2.2 mAbs prepared at 10µg/ml in EIA buffer + 0.02% Tween 20 

(Sigma-Aldrich) were dispensed in 96-well microplate at a volume of 200 µl per well. The same 

concentration occupied 8 vertical wells. In another wells, LILR-Fc fusion proteins were each 

dispensed at 8 titrated concentrations. A glycine (Sigma-Aldrich, pH [1.4]) regeneration 

solution and EIA buffer + 0.02% Tween 20 for baseline stabilization and neutralization was 

also prepared. The plate was agitated at 1000 rpm over the entire course of the experiment. 

Prior to the binding measurements, the anti-mouse Fc (AMC) sensors tips were hydrated in EIA 

buffer + 0.02% tween 20. The sensor tips were then transferred to the EIA buffer + 0.02% 

Tween 20 for the baseline, after mAb – containing wells for 300 sec loading step. After baseline 

step in EIA buffer + 0.02% Tween 20 for 60 sec, the binding kinetics were measured by dipping 

the mAb-coated sensors into the wells containing LILR-Fc fusion protein at varying 

concentrations. The binding interactions were monitoring over 900 sec associated period and 

followed by a 900 sec dissociation period in the wells containing EIA buffer +0.02 % Tween 

20. The AMC sensors tips were regenerated with wells containing glycine [pH1.4] and 

neutralized in the EIA buffer + 0.02% tween 20 between each binding cycle. The equilibrium 

dissociation constant (KD) was calculated using the ratio between the dissociation rate constant 

(koff) and the association rate constant (kon), obtained with global Langmuir 1:1 fit (Octet Data 

Analysis software, vHT.10). 

 

Blocking tests 

Blocking tests of soluble hLILRB1/B2-Fc fusion proteins interaction with M8 HLA-G1 cell 

line were performed by co-incubating 5 µg/ml of fusion proteins with either 50 µl of hybridoma 

supernatants or either 10 µg/ml of purified B1.2.1 or B1.2.2 mAbs for 20 min at RT in qs 100 
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µl DPBS 1X. M8 HLA-G1 cells (0,2.106) were placed into 96-well, cell culture-treated, U-

shaped-bottom microplate and stained with LIVE/DEAD viability dye. After a wash, cells were 

incubated with mixes of fusion proteins with mAbs for 20 min at RT. Cells were washed to 

remove the unbound fusion proteins and incubated for 15 min at RT with an affinipure 

secondary goat anti-human IgG (H+L) antibody conjugated to the AF647 dye (Jackson 

ImmunoResearch) at a volume of qs 100 µl DPBS 1X per well. Cells were finally washed and 

fixed with BD CellFIX 1X and acquired on BD LSR Fortessa cytometer. 

Same protocol was performed for the blocking test of hLILRBB2-Fc fusion protein interaction 

with HLA-G1 free heavy chains (FHCs) induced by acid treatments of M8 HLA-G1 cells. Acid 

treatment consisted to a preincubation step of 8.106 M8 HLA-G1 cells with 1 ml of HCl Glycin 

(300mM) buffer (pH=3) with BSA 1% for 2 min at RT. After two washes with 50 ml FBS stain 

buffer (BD), 0.4.106 M8 HLA-G1 treated cells were placed into 96-well, cell culture-treated, 

U-shaped-bottom microplate for blocking tests. Complete dissociation of the beta-2-

microglobulin from the HLA-G1 heavy chain was confirmed by staining the cells with 

monoclonal antibody (clone A4-APC, eBioscience) that specifically recognize HLA-I free 

heavy chains. Purified isotype control IgG1 mAb produced in house was used as IgG isotype 

control. 

For blocking tests between membrane bound LILRs and soluble MHC-I ligands, CHO 

hLILRB1 cell line interaction with human MHC-I A*2402 HIV-1 Nef 134-143 

(RYPLTFGWCY) pentamer (ProImmune), CHO hLILRB2 cell line interaction with human 

MHC-I B*0801 HIV-1 Gag 259-267 (GEIYKRWII) pentamer (ProImmune), and mLILRB1.2 

or mLILRB2.1 cell line interactions with cynomolgus macaque Mafa-A1*063 SIV gag GW9 

(GPRKPIKCW) - APC tetramer (MBL International), were used. 2.105 cells from each cell 

lines expressing human or cynomolgus macaque LILRs were placed into 96-well, cell culture-

treated, U-shaped-bottom microplate and stained with LIVE/DEAD viability dye. After a wash, 

cells were incubated with either 50 µl of hybridoma supernatants or either 10 µg/ml of B1.2.1 

or B1.2.2 purified mAbs in qs 100 µl DPBS 1X for 15 min at RT. Cells were washed to remove 

the unbound antibodies and then incubated for 30 min at RT with pentamers or APC-conjugated 

tetramers in a total volume of qs 100 µl DPBS 1X per well. After a wash, cells incubated with 

pentamers were stained with a secondary Pro5 Fluorotag antibody conjugated to APC 

(ProImmune) in qs 100 µl DPBS 1X. Cells were finally washed and fixed with BD CellFIX 1X 

and acquired on BD LSR Fortessa cytometer. Purified IgG1 B1.2 mAb produced in house and 

displaying no blocking capacity was used as IgG isotype control. 
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B1.2.1 and B1.2.2 mAbs distribution on PBMCs 

Human and cynomolgus macaque PBMCs previously purified by Ficoll gradient and frozen in 

FBS 10% dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich) were thawed in RPMI (Gibco), 10% FBS, 1% 

PSN. 2.106 cells were placed into 5mL round bottom polystyrene fACS tubes (FalconTM, 

Thermo Fisher Scientific) and stained with LIVE/DEAD viability dye. After a wash, cells were 

incubated for 15 min RT with chicken anti-CADM1 (clone 3E1, MBL Life Science). Cells were 

washed and stained for 30 min at 4°C with an antibody mix containing either AF647-conjugated 

B1.2.1 mAb, either AF647-conjugated B1.2.2 mAb or either AF647-conjugated mouse IgG1 κ 

isotype control (Becton Dickinson). Cells were finally washed and fixed with BD CellFIX 1X 

and acquired on BD LSR Fortessa cytometer.  

Antibody mixes for human and cynomolgus macaque PBMCs staining contained anti-CD14-

BV711 (clone M5E2), anti-CD11c-BV650 (clone 3.9) and anti-CD1c-APC-Cy7 (clone L161) 

from BioLegend. Anti-CD3-V450 (clone SP34-2), anti-CD20-V450 (L27), anti-CD123-PerCP-

Cy5.5 (clone 7G3) and anti-HLA-DR-PE-Cy7 (clone L243) from Becton Dickinson. Anti-

CD16-PE/Dazzle 594 (clone 3G8) from Sony Biotechnology. But also, donkey anti-chicken-

PE from Jackson ImmunoResearch and anti-CD45-V500 (clone HI30 for human or clone D058-

1283 for macaque PBMCs staining) from Becton Dickinson.  
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Figure Legends 

Figure 1 : Recognition of LILR from human and cynomolgus macaque origins by B1.2.1 

and B1.2.2 monoclonal antibodies (mAb). (A) Recombinant human LILR-Fc fusion proteins 

recognition by B1.2.1 and B1.2.2 mAb using enzyme immunoassays (EIA). Recombinant 

human LILR-Fc fusion proteins were indirectly immobilized on the assay plate. Concentrations 

of B1.2.1 and B1.2.2 mAb ranging from 0.01 ug/ml to 10 ug/ml were tested. 

Acetylcholinesterase (AChE)-labeled goat anti-mouse secondary antibody was used to detect 

receptors recognition by B1.2.1 and B1.2.2 mAbs. (B) Recognition of human LILRB1 and 

LILRB2, expressed on stably transduced CHO cells, by B1.2.1 and B1.2.2 mAbs using flow 

cytometry analysis. (C) Binding of  B1.2.1 and B1.2.2 mAb with different mLILRs expressed 

on HEK293T cells using flow cytometry analysis. Binding of mAbs to human or macaque 

LILRs expressed by cell lines was detected using staining with a fluorescent-labeled goat anti-

mouse IgG secondary antibody. Gray shaded histograms represent stainings with mouse IgG 

isotype control. Dark red and light red lines represent B1.2.1 and B1.2.2 mAbs binding to 

LILRs, respectively. 

Figure 2 : B1.2.1 and B1.2.2 mAbs block LILRB1 and LILRB2 interactions with classical 

and non-classical MHC-I ligands from human and cynomolgus macaque. B1.2.1 and 

B1.2.2 mAbs were co-incubated with cell lines expressing either human or macaque LILRB1 

or LILRB2 or co-incubated with recombinant human LILRB1-Fc or LILRB2-Fc fusion protein. 

Their capacity to block the interaction between human or macaque LILRs with their MHC-I 

ligands was evaluated by flow cytometry analysis. (A) Inhibition of human LILRB1 and 

LILRB2 (expressed on CHO cells) interaction with human MHC-I A*2402 HIV-1 Nef 134-

143 (RYPLTFGWCY) pentamer (upper panel) and human MHC-I B*0801 HIV-1 Gag 259-

267 (GEIYKRWII) pentamer (lower panel). (B) Inhibition of human LILRB1-Fc or LILRB2-

Fc interaction with HLA-G1 expressed by M8 melanoma cells. Blocking capacity of B1.2.1 

and B1.2.2 mAbs was evaluated using Alexa Fluor 647-labeled goat anti-human IgG secondary 

antibody. (C) Inhibition of cynomolgus macaque LILRB1.2 and LILRB2.1 (expressed on 

HEK293T cells) interactions with cynomolgus macaque APC labeled-Mafa-A1*063 SIV gag 

GW9 (GPRKPIKCW) tetramers. HEK293T cells expressing cynomolgus macaque LILRB4 

were used as negative control to confirm the specificity of the Mafa-A1*063 SIV gag GW9 

tetramer interaction. The gray shaded histograms represent LILRB1 or LILRB2 binding to 

Mafa-A1*063 SIV gag GW9 tetramer. Dark red and light red lines represent binding of 
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mLILRB1 or mLILRB2 to Mafa-A1*063 SIV gag GW9 after pre-incubation with B1.2.1 or 

B1.2.2 mAbs, respectively. Black lines represent binding of mLILRB1 or mLILRB2 to Mafa-

A1*063 SIV gag GW9 after pre-incubation with a mouse IgG isotype control. 

Figure 3 : B1.2.1 mAb blocks the interaction of human LILRB2 with non-classical HLA-

I free heavy chain. HLA-G1 stably transduced M8 cells were incubated in PBS1X (upper 

panel) or in acid solution (pH=3.5) (lower panel) to obtain MHC-I free heavy chains (FHC). 

The data depicted is representative of one out of 3 independent experiments. (A) The complete 

dissociation of the beta-2-microglobulin from the HLA-G1 heavy chain was verified by staining 

the cells with a monoclonal antibody (clone A4) recognizing only MHC-I free heavy chain on 

the cells. (B) B1.2.1 and B1.2.2 mAbs were co-incubated with recombinant human LILRB2-Fc 

fusion protein. Their capacity to block the interaction of LILRB1 or -B2-Fc fusion proteins with 

native HLA-G1 or HLA-G1 FHC was evaluated by flow cytometry using a goat anti-human 

IgG antibody labeled with Alexa Fluor 647. Data are representative of three independent 

experiments. Gray shaded histograms represent LILRB2-Fc fusion protein binding to M8-

HLA-G1 cells (upper panel) or M8-HLA-G1 FHC cells (lower panel). Dark red and light red 

lines represent LILRB2-Fc fusion protein binding after pre-incubation with B1.2.1 or B1.2.2 

mAbs, respectively. Black lines represent LILRB2-Fc binding after pre-incubation with a 

mouse IgG isotype control. 

Figure 4 : Analysis of  B1.2.1 and B1.2.2 mAbs binding to myeloid cell subsets from human 

and cynomolgus macaque blood . Subsets of monocytes (classical, intermediate and non-

classical monocytes) and of dendritic cells (cDC1s, cDC2s and pDCs) were characterized by 

specific surface markers. Recognition of each cell subset by B1.2.1 and B1.2.2 Alexa Fluor 647 

conjugated mAbs was assessed by flow cytometry assay on human and macaque PBMCs. The 

data depicted is representative of 3 human and 3 macaque individuals. (A) Myeloid subset 

gating strategy used on human and macaque PBMCs. The data depicted was generated from a 

macaque sample. (B) Staining of human monocyte and dendritic cell subsets with Alexa Fluor 

647-B1.2.1 or B1.2.2 monoclonal antibodies. (C) Alexa Fluor 647-B1.2.1 or B1.2.2 mAbs 

distribution on cynomolgus macaque monocyte and dendritic cell subsets. Gray shaded 

histograms represent the mouse IgG isotype control binding to the cells. Dark red and light red 

lines represent B1.2.1 and B1.2.2 mAb binding to the cells, respectively.  
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Table 

Table 1 : Affinity measurements of B1.2.1 or B1.2.2 monoclonal antibodies for human and 

cynomolgus macaque LILR-Fc. The equilibrium dissociation constant (KD) of mLILR-Fc and 

hLILR-Fc with immobilized B1.2.1 and B1.2.2 mAbs were defined by biolayer interferometry. 

The KD values are expressed in molar units (M). NB, no binding observed; ND, not determined. 
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Supplementary Figure Legends 

Supplementary Figure 1 : Schematic representation of structure of the LILRs from 

cynomolgus macaque (Macaca fascicularis) and their closely related human counterparts. 

mLILRs cloning was performed with total RNA from freshly purified PBMCs of 5 cynomolgus 

macaques using specific primers designed in house. Sequencing of cDNAs was carried-out by 

Eurofins Genomics and the sequencing results were analyzed with Geneious version 8.1.4 

(Biomatters Ltd.) software. Sequence homologies between cynomolgus macaque and human 

were calculated by comparing corresponding full-length LILR molecules. The mLILR 

sequences not used to produce corresponding mLILR cell lines are shown in transparency. 

Supplementary Figure 2 : Graphical representation of variable domains of B1.2.1 and 

B1.2.2 monoclonal antibodies using IMGT labelling. Figure 1 A represents the amino acid 

sequence of B1.2.1 mouse monoclonal antibody whereas figure 1 B represents the amino acid 

sequence of B1.2.2 mAb. For both antibody, the consensus amino acid sequence from each 

variable domain was obtained from at least 5 different cDNA sequences then converted into 

amino acid sequences. The Complementarity Determining Regions (CDRs) are highlighted in 

blue bold as determined by the IMGT numbering system (Lefranc, M.-P. et al., Nucleic Acids 

Research, 27, 209-212 (1999)). Red, orange and purple circles defines the 3 CDRs of the heavy 

chain variable domain (VH) and blue, light green and dark green circles defines the 3 CDRs of 

the light chain variable domain (VL). Squares are key residues at the start and end of the CDRs. 

Blue shaded circles are hydrophobic (non-polar) residues at sites that are hydrophobic in the 

majority of antibodies. Yellow shaded circles are proline residues. Red amino acids in the 

framework are structurally conserved amino acids.  

http://nar.oupjournals.org/cgi/content/full/27/1/209
http://nar.oupjournals.org/cgi/content/full/27/1/209
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Supplementary Figure 1 
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Supplementary Figure 2 

 

  



Résultats 

 

143 

 

Brevet : Anticorps monoclonaux anti-LILRs et leurs applications 

Brevet déposé auprès de l’Institut National de la Propriété Industrielle (INPI) 

 

Inventeurs : Sixtine Coindre1, Anne Wijkhuisen2, Roger Le Grand1, Olivier Lambotte1,3, 

Stéphanie Simon2 and Benoit Favier1 

1CEA-Université Paris Saclay-INSERM U1184, Département IDMIT, IBJF, DRF, Fontenay-

aux-Roses, France 

2CEA, Université Paris Saclay, CEA, INRAE, Département Médicaments et Technologies pour 

la Santé (DMTS), SPI, 91191 Gif-sur-Yvette, France 

3Service de médecine interne et d’immunologie clinique, Hôpital Bicêtre, APHP, Le Kremlin 

Bicêtre, France. 

 

Submission number 

 

Application number 

 

File No. to be used for 

priority declarations 

 

Date of receipt 

1000499419 

 

EP20306197.3 

 

EP20306197 

 

 

12 October 2020 

Applicant 

 

Title 

 

Field of the disclosure 

Commissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives 

 

Anti-LILRB antibodies and uses thereof 

 

The present disclosure concerns the field of antagonizing the 

suppressor effects of LILRB1 and LILRB2 receptors, especially for 

therapeutic purpose. 

 



 
 

 144 

 

Discussion, 

Conclusions & 

Perspectives 



Discussion, Conclusions & Perspectives 
 

 145 

 

I. CD32a : Marqueur spécifique de latence ou reflet de l’activation 

de sous-populations de lymphocytes T CD4+ au cours de l’infection par 

le VIH ? 

L’infection par le VIH reste à ce jour une maladie incurable en raison de la persistance à long 

terme de cellules réservoirs infectées de manière latente dans le sang et dans les tissus (Chun et 

al., 2015). De nombreuses recherches visent à identifier des marqueurs permettant de cibler et 

d’éliminer spécifiquement ces cellules et ainsi parvenir à une guérison totale du VIH. A cet 

égard, Descours et al. ont identifié la molécule CD32a, un FcγR, comme marqueur spécifique 

de réservoir latent compétant au sein des lymphocytes T CD4+ quiescents (Descours et al., 

2017). Cependant, des études cette même année ont démontré l’expression du CD32 à la surface 

de lymphocytes T CD4+ activés d’individus séronégatifs et de patients VIH+ (Wittner et al., 

2017). Ces derniers arborant une réplication active du VIH (Grau-Expósito et al., 2017). Ces 

résultats ont alors induit des incertitudes quant à la pertinence du CD32a en tant que marqueur 

spécifique du réservoir latent du VIH. 

Il existe 3 isoformes décrites de CD32 (a,b et c) qui présentent des structures, une distribution 

cellulaire et des fonctions bien distinctes (Bruhns & Jönsson, 2015). Contrairement aux 

précédents travaux réalisés sur ce sujet à l’aide d’un anticorps pan-CD32 (Abdel-Mohsen et al., 

2018; Descours et al., 2017; Grau-Expósito et al., 2017; G. Martin et al., 2017; Wittner et al., 

2017), notre étude de cytométrie de masse inclut des anticorps capables de dissocier sans 

ambiguïté l’expression de l’isoforme activatrice CD32a, de l’isoforme inhibitrice CD32b du 

récepteur à la surface des lymphocytes T CD4+. Nous avons ainsi exclu toutes possibilités de 

mauvaises interprétations de nos données relatives à l’expression de ces marqueurs sur des 

lymphocytes T au cours de l’infection par le VIH. Nous avons alors montré que des 

lymphocytes T CD4+ CD32a+ sont retrouvées non seulement chez les patients VIH+ mais aussi 

chez les donneurs VIH-. Ces données confirment les résultats obtenus par d’autres équipes à 

l’aide d’un anticorps pan-CD32 (Abdel-Mohsen et al., 2018; Bertagnolli et al., 2018; G. Martin 

et al., 2017; Osuna et al., 2018; Wittner et al., 2017) indiquant que le CD32/CD32a n’est pas 

un marqueur spécifique de latence du VIH. 

Nos résultats indiquent que les lymphocytes T CD4+ CD32a+ des patients VIH+ et des donneurs 

VIH- comportent des sous-populations hétérogènes présentant un phénotype central mémoire 
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(TCM), effecteur mémoire (TEff/Mem) ou naïf (TN). La majorité de ces cellules affichent une 

expression élevée de HLA-DR, un marqueur connu d’activation des lymphocytes T (Reddy et 

al., 2004; Tincati et al., 2012; Wakiguchi et al., 2015). Ces données sont en accord avec les 

études démontrant une forte proportion de lymphocytes T CD4+ CD32+ exprimant le HLA-DR 

chez des patients en primo-infection de VIH (G. Martin et al., 2017) ou sous cART (Abdel-

Mohsen et al., 2018; Badia et al., 2018; Darcis et al., 2020; Grau-Expósito et al., 2017; G. 

Martin et al., 2017; Noto et al., 2018; Osuna et al., 2018). L’importante activation immunitaire 

associée à l’infection par le VIH, et plus particulièrement à la primo-infection, peut expliquer 

le nombre élevé de sous-populations de lymphocytes T CD4+ CD32a+ HLA-DR+ retrouvés dans 

notre étude. 

L’analyse de l’abondance et de la dynamique des lymphocytes T CD4+ CD32a+ a révélé que 

certaines sous-populations de lymphocytes T CD4+ CD32a+ LILRA2- sont plus abondantes 

chez les individus VIH- comparées aux VIH+. Comme beaucoup de lymphocytes T CD4+, ces 

cellules pourraient être sujettes à une déplétion plus importante ou à une modification de leur 

phénotype induit directement ou indirectement par l’infection au VIH. Ceci expliquerait la 

corrélation négative de leur abondance avec les niveaux totaux d’ADN du VIH observés dans 

notre étude. A l’inverse, des sous-populations de lymphocytes T CD4+ CD32a+, coexprimant 

fortement les marqueurs d’activation LILRA2 et CD64, sont plus représentées chez les patients 

VIH+. Ces cellules semblent enrichies dès la primo-infection et leur abondance, bien qu’ayant 

diminué après un an de cART, reste supérieure à celle observée chez des donneurs VIH-. Cet 

enrichissement de lymphocytes T CD4+ CD32a+ LILRA2+ CD64+ pourrait être dû à leur 

expansion clonale et/ou résulter de la différenciation de lymphocytes T CD4+ CD32a+, induit 

par l’infection au VIH. L’activation exacerbée de ces cellules, via l’engagement de leurs 

récepteurs activateurs CD32a, CD64 ou LILRA2 pourrait contribuer à la pathogenèse de 

l’infection  en augmentant l’inflammation et en offrant de nouvelles cibles pour le virus. 

L’analyse du profil de cytokines pro-inflammatoires de ces cellules en présence du VIH ainsi 

que leur perméabilité à l’infection et la présence de provirus compétent pour la réplication sera 

nécessaire pour confirmer ces hypothèses. 

Parmi les lymphocytes T CD4+ CD32a+ LILRA2+ CD64+ fortement représentés chez les 

individus VIH+, une sous-population est également beaucoup plus abondante en primo-

infection comparée à 1 an sous cART et présente un phénotype de cellule TEff/Mem activée avec 

une expression élevée des récepteurs CD38, CD57, NKG2C et CD317. L’augmentation 

d’expression de ces molécules a déjà été montré dans des contextes infectieux, mais jamais à la 
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surface de lymphocytes T CD4+ CD32a+ (Guma et al., 2004; Neil et al., 2008; Sacre et al., 

2012). Bien qu’aucune étude n’ait pu détecter de corrélation entre le pourcentage de 

lymphocytes T CD4+ CD32+ totaux et la quantité d’ADN totale du VIH (G. Martin et al., 2017; 

Wittner et al., 2017), l’abondance de cette sous-population si particulière corrèle positivement 

avec les niveaux d’ADN du VIH. Il a déjà été rapporté que la quantité totale d’ADN du VIH 

dans des cellules reflète la taille du réservoir global du VIH (Avettand-Fènoël et al., 2016). 

Ainsi, cette sous-population de lymphocytes CD4+ CD32a+ TEff/Mem activés pourrait contribuer 

à la persistance du VIH en tant que réservoir actif. Cependant, notre analyse ne montre pas la 

présence directe d’ADN ou d’ARN du VIH au sein de ces cellules. De plus, l’ADN total du 

VIH comprend des génomes viraux intégrés et non intégrés codant pour des virus compétents 

et défectueux. De futures analyses avec des cellules T CD4+ CD32a+ purifiées seront 

nécessaires pour déterminer s’il y a un enrichissement en ADN du VIH en particulier dans cette 

sous-population et si cet ADN prend en charge la transcription virale. Des études ayant suivi 

cette stratégie n’ont observé qu’un faible enrichissement de l’ADN du VIH dans des 

lymphocytes T CD4+ CD32+ chez certains individus VIH+ (Badia et al., 2018; G. Martin et al., 

2017). D’autres équipes en revanche, n’ont pas démontré d’enrichissement de l’ADN total du 

VIH ou de provirus capables de réplication dans ces cellules (Bertagnolli et al., 2018; Osuna et 

al., 2018; Pérez et al., 2018). D’autres encore ont démontré la présence de provirus 

transcriptionnellement actif dans le sang et les tissus de patients VIH+ (Abdel-Mohsen et al., 

2018; Grau-Expósito et al., 2017; Noto et al., 2018; Vasquez et al., 2019). La divergence de ces 

résultats résident probablement dans la difficulté technique à obtenir une population 

suffisamment pure de lymphocytes T CD4+ CD32a+ (Darcis et al., 2019). Dans cette optique, 

Darcis et al. ont démontré à l’aide de plusieurs étapes de purification que des lymphocytes T 

CD4+ CD32+ présentent un enrichissement important en ADN, et non en ARN, du VIH capable 

de se réactiver (Darcis et al., 2020), confirmant les résultats de Descours et al. (Descours et al., 

2017). 

Enfin, des travaux ont montré que les lymphocytes T CD4+ peuvent échanger des fragments de 

membrane lors des interactions cellule-cellule par le biais d’un processus appelé trogocytose 

(Joly & Hudrisier, 2003; G. Zhou et al., 2011). Il est possible que l’expression des récepteurs 

activateurs CD64 ou LILRA2, habituellement retrouvés à la surface des populations de cellules 

myéloïdes, puissent être acquis par les lymphocytes T CD4+ lors de ce processus. L’analyse de 

la distribution de ces molécules sur les lymphocytes T CD4+ par microscopie confocale ainsi 

qu’une caractérisation au niveau transcriptomique devrait être utile pour déterminer 
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l’implication de la trogocytose dans l’expression des marqueurs inhabituels trouvés sur les 

lymphocytes T CD4+. Dû à ce phénomène d’échanges membranaires intercellulaires, il est 

possible que nous ayons exclus de notre analyse, lors de la sélection manuelle des lymphocytes 

T CD4+, des sous-populations de lymphocytes T CD4+ CD32a+ ayant acquis l’un des marqueurs 

d’exclusion de notre panel. Une analyse de nos données sur l’ensemble des leucocytes CD45+ 

pourrait permettre de contourner ce possible phénomène et ainsi détecter l’intégralité des sous-

populations composant les lymphocytes T CD4+ CD32a+. Ceci pourrait également permettre de 

déterminer si l’expression du CD32b est également retrouvée sur les sous-populations de 

lymphocytes T CD4+.  D’avantage de marqueurs associés aux sous-populations de lymphocyte 

T CD4+ tels que CD27 et CD28, ou associés à l’infection de ces cellules par le VIH tels que 

CCR5, CXCR4, et PD1 pourraient permettre de définir de façon plus précise les mécanismes 

cellulaires et moléculaires touchant les lymphocytes T CD4+ CD32a+ au cours de cette 

infection.  

 

Pour conclure, la controverse associée à ces différentes études souligne une fois encore la 

complexité des recherches sur les réservoirs latents du VIH et la difficulté à obtenir un 

consensus quant à l’existence de marqueurs fiables de persistance du VIH. De nouvelles 

données, comme celles que nous apportons concernant l’hétérogénéité, les modifications 

d’abondances et l’état d’activation des lymphocytes T CD4+ CD32a+ à différents stades de 

l’infection par le VIH, pourront être utile à l’avenir dans les discussions sur ce réservoir latent 

et sur les réservoirs actifs du VIH. 

 

II. Analyse en cytométrie de masse de la diversité des cellules 

myéloïdes et de leur dynamique au cours de l’infection par le VIH. 

Les lymphocytes T ne sont pas les seules cellules du système immunitaire à présenter un intérêt 

dans la lutte contre le VIH. En effet les sous-populations de cellules myéloïdes ont un fort 

pouvoir antivirale et jouent un rôle majeur dans l’orchestration des réponses immunitaires 

contre les pathogènes. Néanmoins, au cours de l’infection par le VIH, ces cellules présentent 

de nombreuses dérégulations qui affectent sévèrement leurs fonctions effectrices, contribuant à 

la progression de la maladie (Bego et al., 2015; Benlahrech et al., 2012; Deeks et al., 2013; 

Hasegawa et al., 2009; Jinghe Huang et al., 2011). Les récepteurs immunomodulateurs de la 
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famille des LILRs semblent particulièrement impliqués dans les dérégulations des cellules 

myéloïdes au cours de l’infection (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; Bego et al., 2015; M. 

Lichterfeld & Yu, 2012). Dans cette optique, notre seconde étude de cytométrie de masse a 

permis une meilleure caractérisation des modifications cellulaires survenant au sein des sous-

populations de cellules myéloïdes et l’analyse des LILRs exprimés à leur surface, de la primo-

infection à la mise sous cART ainsi que lors du contrôle naturel de l’infection par le VIH. Notre 

étude a souligné dans un premier temps l’importante diversité existant au sein de ces sous-

populations et les conséquences de l’infection sur la dynamique de ces cellules myéloïdes. Nous 

avons ainsi mis en évidence la perte globale dans le sang de cDC2s et de pDCs au cours de la 

primo-infection. Aucun enrichissement de sous-populations de DCs n’a pu être observé au 

cours de cette phase, ce qui suggère que cette perte pourrait être due à leur mort (Laforge et al., 

2011; Wijewardana et al., 2010) et/ou à leur migration dans les ganglions lymphatiques 

(Malleret et al., 2008; Smed-Sörensen & Loré, 2011).  

Nous avons également montré que des sous-populations de monocytes coexprimant les 

marqueurs HLA-I, CD64, CD317, LILRA2 et LILRB4 sont enrichies chez les patients infectés 

par le VIH et/ou corrèlent positivement avec la charge ARN du VIH. La molécule CD64 est un 

récepteur Fc de haute affinité pour les IgG, qui permet l’internalisation de complexes immuns 

conduisant à une présentation croisée des épitopes viraux via le HLA-I (Guilliams et al., 2014). 

La molécule CD317, aussi connu sous le nom de BST2/Tetherin, est un facteur de restriction 

capable d’empêcher la libération des virions néo synthétisés par les cellules infectées par le 

VIH-1 (Neil et al., 2008). L’augmentation de l’expression des marqueurs HLA-I, CD64 et 

CD317 par les monocytes a déjà été signalée de façon indépendante dans l’infection par le VIH 

(Dugast et al., 2011; Homann et al., 2011; Jinghe Huang et al., 2012). Le récepteur immunitaire 

activateur LILRA2 et inhibiteur LILRB4, sont quant à eux capables de moduler l’activation des 

monocytes et d’inhiber leur capacité de phagocytose dépendante du CD64 (Hirayasu et al., 

2016; Hao K. Lu et al., 2012; Hao Kim Lu et al., 2009; Park et al., 2016). L’expression de ces 

récepteurs LILRs pourrait expliquer le dysfonctionnement de phagocytose et de production de 

cytokines observée chez les monocytes de patients VIH+ (Espíndola et al., 2018). De plus, une 

étude a montré que l’activation de LILRA2 inhibe la différenciation des monocytes en cellules 

dendritiques et par conséquent entrave l’induction d’une réponse lymphocytaire T efficace (D. 

J. Lee et al., 2007). L’augmentation d’expression de récepteurs inhibiteurs sur les cellules 

immunitaires pourrait également constituer un mécanisme de rétrocontrôle pour atténuer 

l’inflammation chronique. A noter qu’une forte expression du HLA-I, de CD64 et de LILRA2 
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a également été constatée dans notre précédente étude, à la surface des lymphocytes T CD4+ 

CD32a+ de patients infectés par le VIH (Coindre et al., 2018). De futures études seront 

nécessaires pour mieux comprendre le rôle du récepteur activateur LILRA2 dans la régulation 

fonctionnelle des cellules immunitaires au cours de l’infection par le VIH. Parallèlement, les 

sous-populations de monocytes n’exprimant pas la combinaison de marqueurs HLA-I, CD64, 

CD317, LILRA2 et LILRB4 sont moins abondantes chez les patients en primo-infection de 

VIH et corrèlent négativement avec la charge virale plasmatique. Ces monocytes pourraient 

être activés par l’infection et enrichir les différentes sous-populations de monocytes plus 

abondantes au cours de cette phase ou bien migrer dans les tissus et se différencier en en cellules 

dendritiques ou en macrophages. 

Parmi les sous-populations de DCs caractérisées dans notre étude, certaines cDCs qui expriment 

fortement le récepteur inhibiteur LILRB2 et une sous-population de pDCs coexprimant les 

récepteurs immuno-modulateurs LILRA4 et LILRB4, ont été retrouvé en faible abondance chez 

les patients en primo-infection de VIH. La majorité de ces sous-populations de DCs sont 

également négativement corrélées avec la charge ARN du VIH. Des études ont montré que 

LILRB2 est surexprimé par les cDCs du sang dans la phase aiguë de l’infection par le VIH et 

le SIV et de façon encore plus importante par les cDCs des ganglions lymphatiques (Alaoui et 

al., 2018; Jinghe Huang et al., 2011). D’après l’étude d’Alaoui et al. réalisée chez le macaque 

cynomolgus, la perte dans le sang de sous-populations de cDCs LILRB2+ et de pDCs LILRA4+ 

en primo-infection pourrait correspondre à leur possible migration dans les organes lymphoïdes 

secondaires. Des études fonctionnelles ont démontré que l’interaction de LILRB2/HLA-I et 

LILRA4/CD317, conduit respectivement à la dérégulation des fonctions des cDCs et des pDCs 

(Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; Bego et al., 2015; W. Cao et al., 2009; Jinghe Huang et 

al., 2009, 2011, 2012; Mathias Lichterfeld et al., 2007). Des études ont également révélé que 

des peptides dérivés du VIH présentés par le HLA-I ainsi que certaines variations génétiques 

des haplotypes de HLA-I, augmentent l’interaction de LILRB2 avec le HLA-I et corrèlent avec 

le niveau de dysfonctionnement des cDCs chez des patients VIH+ (Bashirova, Martin-Gayo, et 

al., 2014; Jinghe Huang et al., 2009). Par conséquent, l’inhibition médiée par les axes 

LILRB2/HLA-I et LILRA4/CD317, sur les cDCs et les pDCs qui ont migré dans les ganglions 

lymphatiques en primo-infection de VIH, peut contribuer fortement aux dysfonctionnements 

de ces cellules et ainsi nuire à l’établissement d’une réponse immunitaire adaptative efficace 

contre le VIH. Des études in vivo dans un model préclinique d’infection par le SIV seront 
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nécessaires pour déterminer si ces récepteurs immunomodulateurs jouent un rôle important 

dans la physiopathologie de l’infection par le SIV/VIH.  

Lors de cette étude, nous avons également mis en évidence une sous-population particulière de 

cDCs CD1c+ CD32b+ enrichie dans le sang des patients contrôleurs du VIH-1. Ces données 

concordent avec la récente découverte par séquençage d’ARN sur cellule unique d’une sous-

population de cDCs caractérisée par l’expression élevée de CD1c et de CD32b (Villani et al., 

2017). D’après Villani et al., ces cDCs seraient de puissant stimulateurs de lymphocytes T naïfs 

et sont plus susceptibles de sécréter des niveaux élevés de CCL19, d’IL-8, d’IL-10 et d’IL-12b 

(Villani et al., 2017). Des études complémentaires seront nécessaires pour déterminer si cette 

sous-population de cDCs est retrouvée en forte proportion chez l’ensemble des contrôleurs du 

VIH-1. Ces études permettront également la caractérisation fonctionnelle de ces cellules afin 

de déterminer leur potentiel rôle dans les mécanismes conduisant au contrôle naturel de la 

réplication virale chez ces patients. 

Enfin, de récentes études ont identifié ce qui semble être des précurseurs de cDCs, dans la 

moelle osseuse mais aussi au niveau du sang périphérique. Parmi ces précurseurs, on retrouve 

les « pré-DCs » capables de se différencier in vitro en cDC1 ou cDC2 (See et al., 2017) et qui 

sont préférentiellement infectées par le VIH via l’expression du récepteur Siglec-1 (Ruffin et 

al., 2019). Plus récemment, il a été mis en évidence une sous-population de cellules dendritiques 

appelées « cDC3s » qui seraient des précurseurs immédiats de cDCs inflammatoires 

coexprimant des marqueurs retrouvés sur les monocytes et les cDC2s (Bourdely et al., 2020). 

Ainsi, les cellules myéloïdes, et notamment les cDCs, semblent être des populations très 

hétérogènes dont la diversité pourrait être davantage amplifiée dans le cadre d’une infection. 

Un panel plus exhaustif composé de marqueurs pour ces sous-populations de cellules (tels que 

CD141, CD2, Siglec-6, Axl, FcεRI, CD5, CD88 et CD163) sera nécessaire pour mieux 

comprendre, leur dynamique et leur régulation au cours de l’infection par le VIH. 

 

Dans son ensemble, bien que notre panel ne permette pas une étude exhaustive de toutes les 

sous-populations de cellules myéloïdes, nos résultats dévoilent néanmoins la diversité et les 

multiples changements phénotypiques induits dans certaines sous-populations de cDCs, de 

pDCs et de monocytes à différents stades et sous différentes conditions de l’infection au VIH. 

Ces résultats seront utiles pour mieux comprendre les événements cellulaires et moléculaires 
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entraînant la régulation et la dérégulation des réponses immunitaires myéloïdes impliquées dans 

la progression ou le contrôle de l’infection par le VIH. 

 

III. Anticorps monoclonaux anti-LILRB1 et -LILRB2 de macaque :  

Des outils uniques pour l’étude préclinique des nouveaux inhibiteurs de 

point de contrôle immunitaire dans l’infection par le SIV/VIH. 

La cytométrie de masse est un outil puissant qui permet une caractérisation détaillée des 

modifications phénotypiques et de la dynamique des cellules immunitaires lors d’évènements 

physiopathologiques. Néanmoins cette technique se révèle limitée pour étudier les 

dérégulations fonctionnelles des cellules immunitaires et comprendre l’implication des 

récepteurs exprimés et modulés à leur surface dans ces dérégulations. Il est alors nécessaire de 

passer à des approches expérimentales ciblant plus particulièrement la fonction de ces 

récepteurs et ainsi déterminer leur potentiel lien avec la physiopathologie de certaines 

affections. 

A cet égard, les récepteurs activateurs et inhibiteurs présent à la surface des cellules 

immunitaires jouent un rôle central dans l’homéostasie immunologique. Cependant, dans 

certaines circonstances, et en particulier lors d’infections, leurs propriétés immuno-

modulatrices peuvent être détournées par des agents pathogènes pour échapper au système 

immunitaire. 

Parmi ces molécules immuno-régulatrices, LILRB1 (aussi nommé: CD85j, ILT2 ou LIR-1) et 

LILRB2 (aussi nommé: CD85d, ILT4 ou LIR-2) ont largement été impliqués dans le contrôle 

et la pathogenèse de l’infection par le VIH-1 (M. Lichterfeld & Yu, 2012). En effet, l’expression 

et la liaison de LILRB1 et LILRB2 à leurs ligands HLA-I ont été associées à un phénotype 

particulier et/ou à une dérégulation fonctionnelle des cellules immunitaires chez des patients 

vivants avec le VIH-1 (Anfossi et al., 2004; J. Huang et al., 2010; Jinghe Huang et al., 2010, 

2011, 2012; O’Connor et al., 2007; Vlad et al., 2003). Des études supplémentaires indiquent 

qu’un niveau élevé d’interaction entre LILRB2 et les HLA-I corrèle positivement avec le 

dysfonctionnement des cDCs et la progression de la maladie (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 

2014; Jinghe Huang et al., 2009). Dans l’ensemble, ces études suggèrent que LILRB1 et 

LILRB2 sont des points de contrôle immunitaire cruciaux qui pourraient constituer des cibles 
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thérapeutiques de choix pour améliorer les réponses immunitaires contre le VIH. Pour valider 

cette hypothèse, des études fonctionnelles ciblant ces récepteurs in vivo dans des modèles 

précliniques d’étude du VIH sont nécessaires. 

Les membres de la familles des LILRs ont été caractérisés chez le macaque rhésus (Slukvin et 

al., 2006) et les modèles macaques d’infection par le SIV présentent une physiopathologie 

proche de celle de l’infection par le VIH-1 chez l’Homme (Estes et al., 2018; Evans & Silvestri, 

2013; Mylvaganam et al., 2018; Shetty et al., 2012; Velu et al., 2009). Dans ce contexte, le 

modèle macaque d’infection par le SIV semble pertinent pour déterminer les conséquences du 

blocage de LILRB1 et/ou LILRB2 sur les réponses immunitaires contre le SIV/VIH. 

Cependant, à ce jour, les anticorps monoclonaux (AcM) bloquants anti-LILRB1 et -LILRB2 

humain disponibles dans le commerce ne présentent pas de réactivité croisée chez les 

différentes espèces de macaques. 

Dans cette étude, nous avons développé des AcM capables de bloquer les interactions de 

LILRB1 et/ou LILRB2 avec le CMH-I chez l’Homme et le macaque, fournissant ainsi des outils 

uniques pour évaluer le rôle de ces récepteurs inhibiteurs dans des modèles précliniques 

d’infection par le SIV. 

Afin d’obtenir cette réactivité croisée, nous avons tout d’abord caractérisé et cloné l’ADNc 

correspondant aux différents membres de la famille des LILRs retrouvée chez le macaque 

cynomolgus. Ce modèle macaque d’infection par le SIV est couramment utilisé au sein de notre 

laboratoire car il présente une physiopathologie proche de l’infection par le VIH-1 chez 

l’Homme avec l’obtention de maladie à progression plus ou moins lente ou contrôlée 

(naturellement ou par des traitements antirétroviraux). De par leur origine, notre population de 

macaque cynomolgus est génétiquement homogène avec la plupart des Mafa-CMH-I 

caractérisés, ce qui la rend plus adaptée pour étudier les interactions mLILRs/Mafa-CMH-I et 

leurs effets sur la physiopathologie de l’infection par le SIV/VIH. Nous avons identifié parmi 

cette espèce de macaque, cinq mLILRA (mLILRA1-A5), correspondant aux LILRA1-A5 

humain, et quatre mLILRB (mLILRB1-B4), correspondant aux LILRB1-B4 humain. Les 

équivalents macaque de LILRA6 et LILRB5 sont actuellement en cours de caractérisation. Ces 

récepteurs présentent une structure comparable à celle des LILRs humains (Hirayasu & Arase, 

2018), avec deux ou quatre domaines immunoglobulines extracellulaires, des mLILRA 

caractérisés par un court domaine intracytoplasmique, des mLILRB définis par un long 

domaine intracytoplasmique portant des ITIMs, et un mLILRA soluble. 
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A l’aide des séquences mLILRs, nous avons produit des protéines mLILRB1 et mLILRB2 

solubles pour générer et sélectionner des AcM capables de reconnaître LILRB1 et/ou LILRB2 

et de bloquer leur interaction avec le CMH-I chez l’Homme et le macaque. À la fin des 

différents criblages, les AcM B1.2.1 et B1.2.2 se sont révélés être les meilleurs candidats en 

terme de réactivité croisée, de spécificité d’interaction et de capacité bloquante. 

Au cours de notre étude, nous avons d’abord démontré que ces AcM présentent un profil 

d’interaction et des niveaux d’affinités différentes pour LILRB1 et LILRB2, chez l’Homme et 

le macaque cynomolgus. Puis, en utilisant des tests d’interaction in vitro de LILRB1 et LILRB2 

avec des ligands CMH-I solubles ou liés à la membrane, nous avons montré que les AcM 

purifiés présentent également des caractéristiques de blocage distinctes. En effet, l’AcM B1.2.1 

bloque hLILRB2 et l’allèle 2 de mLILRB1, tandis que l’AcM B1.2.2 bloque hLILRB1, l’allèle 

2 de mLILRB1 et partiellement l’allèle 1 de mLILRB2. La capacité bloquante des deux AcM 

sur les autres allèles de mLILRB1 et mLILRB2 n’a pas pu être évaluée en raison de l’absence 

de tests d’interactions CMH-I adéquats avec ces récepteurs. Trouver un système d’interaction 

fiable sera utile pour déterminer si la fonction bloquante de ces AcM est conservée parmi les 

différents allèles d’un même membre LILR. 

Malgré une forte liaison avec hLILRB1, l’AcM B1.2.1 n’a pas été capable de bloquer ce 

récepteur in vitro. Ainsi, la séquence reconnue par cet anticorps, présente dans hLILRB1 et 

hLILRB2, est différemment impliquée dans l’interaction de ces récepteurs avec le CMH-I. Une 

étude de cristallographie est actuellement en cours afin de caractériser les acides aminés 

impliqués dans les interactions des anticorps B1.2.1 et B1.2.2 avec les protéines LILRB1 et 

LILRB2 humaines et macaques cynomolgus. Les données de la cartographie des épitopes et 

l’alignement des séquences chez l’Homme et le macaque seront utiles pour trouver s’il existe 

des séquences d’acides aminés conservées parmi les LILRs qui peuvent prédire la capacité de 

liaison ou de blocage de nos AcM dans les deux espèces. 

À notre connaissance, ces anticorps monoclonaux sont les seuls à bloquer les interactions de 

LILRB1 et/ou LILRB2 avec les ligands classiques du CMH-I chez le macaque et l’Homme. En 

plus de ligands HLA-I classiques, nous avons montré que ces deux AcM bloquent aussi 

l’interaction de hLILRB1 et hLILRB2 avec le ligand HLA-G non-classique qui est retrouvé en 

abondance dans le plasma des patients VIH+ montrant une progression de la maladie (Jinghe 

Huang et al., 2010). L’anticorps B1.2.1 est également capable de bloquer l’interaction de 

hLILRB2 avec la chaîne lourde de HLA-G1 non associée à la béta-2 microglobuline (B2M). 

D’après Shiroishi et al., la liaison de LILRB1 et LILRB2 à la molécule HLA-G présente une 
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affinité trois à quatre fois supérieure à celle des molécules classiques du CMH-I (Shiroishi et 

al., 2003). Ces niveaux d’affinité suggèrent un rôle dominant de l’interaction de LILRB1 et de 

LILRB2 avec la molécule HLA-G dans la régulation de l’activation des cellules immunitaires. 

Il serait alors intéressant d’évaluer dans un premier temps si une interaction entre l’équivalent 

fonctionnel macaque de HLA-G, le Mafa-AG, et mLILRB1 ou mLILRB2 se produit, et dans 

un second temps, d’étudier si la capacité des AcM à bloquer cette interaction est conservée chez 

le macaque cynomolgus. 

La production d’anticorps monoclonaux à réactivité croisée chez l’Homme et le macaque, 

dirigé contre un récepteur au sein d’une famille multigénique comportant de nombreuses 

homologies de séquences, entraîne un risque important de liaison des AcM à différents 

membres de cette famille chez les deux espèces. À cet égard, nous avons constaté que les 

anticorps B1.2.1 et B1.2.2 réagissent également de manière croisée avec hLILRA1 et hLILRA3 

et avec l’allèle 3 de mLILRA1. La réactivité croisée des AcM pour hLILRA1 et hLILRA3 n’est 

pas surprenante puisque ces récepteurs partagent de fortes homologies avec les domaines 

extracellulaires de LILRB1 et LILRB2 et sont phylogénétiquement étroitement liés à ces 

récepteurs inhibiteurs (Volz et al., 2001). LILRA3 est un récepteur soluble; par conséquent, 

nous n’avons pas produit de lignée cellulaire mLILRA3. Cependant, il serait intéressant de 

générer une protéine de fusion mLILRA3-Fc pour vérifier si l’interaction des AcM pour 

LILRA3 est conservée entre l’Homme et le macaque cynomolgus. hLILRA1 et hLILRA3 

affichent une préférence de liaison pour les formes non associées à la B2M de certains allèles 

de HLA-I, dont la plupart appartiennent au locus HLA-C (Allen et al., 2001; Jones et al., 2011; 

Z. Zhang et al., 2015). Ces deux récepteurs sont également capables d’interagir avec des 

molécules HLA-I associées à la B2M mais avec une affinité plus faible que hLILRB1 et 

hLILRB2 (Allen et al., 2001; Ryu et al., 2011). Au cours de nos expériences, nous n’avons 

détecté aucune liaison de hLILRA1 et hLILRA3 avec HLA-G1 (données non présentées). 

D’autres expériences seront nécessaires pour trouver des ligands qui se lient fortement à ces 

récepteurs et pour étudier la capacité de blocage des anticorps B1.2.1 et B1.2.2 sur ces 

interactions. 

Dans notre étude, nous étions limités en allèles de CMH-I humains (A*2402, B*0801 et HLA-

G1) et macaques (A1*063), et en peptides (VIH-1 Nef ou Gag et SIV Gag) à utiliser pour les 

tests d’interactions et de blocage. Des études indiquent que la force d’interaction entre LILRB2 

et le CMH-I peut être modulée par des variations dans la séquence des peptides antigéniques 

VIH-Gag présentés (Mathias Lichterfeld et al., 2007), ainsi que par le polymorphisme génétique 
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des haplotypes de CMH-I (Bashirova, Martin-Gayo, et al., 2014; Jinghe Huang et al., 2009; 

Jones et al., 2011). A cet égard, il serait intéressant d’étudier les variations des interactions et 

des affinités de LILRB1 et LILRB2 avec une gamme plus large de CMH-I portant divers 

peptides, comprenant des peptides du VIH/SIV, des peptides d’autres pathogènes et des 

peptides du soi. Pour répondre à cette demande, et en raison de la gamme restreinte de 

tétramères Mafa-CMH-I disponible dans le commerce, nous avons commencé à générer des 

lignées cellulaires de CMH-I de macaque cynomolgus (Mafa-CMH-I) à partir de LCL 721.221, 

naturellement déficiente pour la chaine lourde du CMH-I (Annexe 1A). Nous avons par la suite 

testé l’interaction de ces lignées avec les protéines de fusion mLILRB1.2-Fc et mLILRB2.1-Fc 

(Annexe 1B). Nos résultats préliminaires indiquent que mLILRB2.1 est capable d’interagir 

avec les quatre allèles Mafa-CMH-I exprimés par les lignées cellulaires. En revanche, 

mLILRB1.2 ne semble interagir que très faiblement avec certains de ces allèles dont A1*063. 

Néanmoins, notre étude a montré que mLILRB1.2 est capable de présenter une interaction plus 

importante avec un tétramère de Mafa-A1*063 portant un peptide gag. Ce niveau d’interaction 

pourrait résulter de la conformation du tétramère ou bien du peptide porté par les Mafa-CMH-

I. Pour vérifier cette dernière hypothèse, la protéine TAPBPR pourra être utilisée pour charger 

des peptides de 8 à 10 acides aminés de notre choix au sein des Mafa-CMH-I exprimés par les 

LCL 721.221 (Tudor Ilca et al., 2018). Une autre possibilité reste la production de lignée Mafa-

CMH-I à partir de LCL 721.221 TAP1 « knock-out », dont le gène TAP1 a été invalidé 

génétiquement à l’aide de la technologie CRISPR/CAS9. L’efficacité de cette lignée à exprimer 

différents allèles HLA-I et à charger des peptides exogènes, a déjà été démontrée dans des 

études visant à caractériser des interactions HLA-I/peptides avec des récepteurs de cellules NK 

(Chapel et al., 2017; Ziegler et al., 2018). Enfin, nous nous sommes interrogés sur le peu 

d’interactions obtenues entre nos lignées LILRs macaque et le tétramère Mafa-A1*063. Il 

s’avère que la chaine lourde du CMH-I de macaque de ce tétramère est associée à une B2M 

d’origine humaine. Or, Barkal et al. ont identifié dans leur étude des acides aminés au sein de 

la B2M humaine critiques pour l’interaction de hLILRB1 avec le HLA-A2 (Barkal et al., 2018). 

Parmi les acides aminés présent dans cette zone d’interaction, trois diffèrent entre la B2M 

humaine et la B2M du macaque cynomolgus (Annexe 1C). Afin de déterminer si ces acides 

aminés ont bel et bien une influence sur la liaison de certains LILRs de macaque avec leurs 

ligands Mafa-MHC-I, il sera nécessaire de transduire les lignées Mafa-MHC-I avec une B2M 

de macaque cynomolgus et de tester à nouveaux ces interactions.  
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Annexe 1 : Production de lignées cellulaires CMH-I de macaque cynomolgus (Mafa-CMH-I) et 

analyse de leur interaction avec des mLILRs. (A) Génération de lignées cellulaires Mafa-CMH-I. 

Des cellules LCL 721.221 ont été transduites de manière stable avec des particules lentivirales contenant 

un ADN plasmidique codant pour le gène rapporteur GFP et pour différents allèles de Mafa-CMH-I. 

L’expression, dans une bonne conformation, des Mafa-CMH-I a été évaluée à la surface des cellules 

LCL 721.221 parentales (histogrammes grisés) et des cellules LCL 721.221 Mafa-CMH-I (lignes vertes) 

par cytométrie de flux et en utilisant l’anticorps anti-CMH-I fluorescent (clone W6/32). TD, transduite; 

WT, “wild type” cellules parentales. (B) Analyse de l’interaction de mLILRB1.2 et mLILRB2.1 avec 

différent Mafa-CMH-I. La liaison de 5 ou 10 ug/ml de protéines de fusion mLILRB1.2-Fc ou 
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mLILRB2.1-Fc à des lignées cellulaires stable de Mafa-CMH-I, a été évaluée par cytométrie en flux en 

utilisant un anticorps secondaire anti- IgG humain couplé en Alexa Fluor 647. (C) Comparaison des 

acides aminés de la B2M humaine et macaque cynomolgus, impliqués dans la liaison à LILRB1. La 

séquence codante en acides aminés de la B2M humaine (GenBank: AB021288.1) et de la B2M du 

macaque cynomolgus (GenBank: AF485817.1) ont été alignées à l’aide du logiciel Geneious version 

8.1.4 (Biomatters Ltd.). Les acides aminés impliqués dans l’interaction B2M/LILRB1 humain ont été 

définis par l’étude de cristallographie de Barkal et al. et sont indiqués en bleu. Les différences d’acides 

aminés entre la B2M de l’Homme et du macaque cynomolgus sont indiquées en rouge. 

Ces lignées cellulaires seront des outils précieux pour caractériser les interactions des LILRs 

macaques avec divers allèles de CMH-I, dont le Mafa-AG, et pour étudier le spectre de blocage 

des anticorps B1.2.1 et B1.2.2 parmi ces interactions. Pour les LILR humains, une approche 

Luminex, avec des billes recouvertes par différent allèles HLA-I, pourra être utilisée pour 

caractériser l’interaction de LILRB1 et LILRB2 avec plus de 90 allèles de HLA-I (Jones et al., 

2011) et par la suite déterminer si nos AcM bloquent également ces interactions. 

Après avoir analysé la liaison des anticorps B1.2.1 et B1.2.2 à des lignées cellulaires transduites 

pour exprimer des LILRs, nous avons étudié le profil de liaison de ces anticorps, et par 

conséquent la distribution de LILRB1 et LILRB2, sur les cellules myéloïdes du sang chez 

l’Homme et le macaque cynomolgus. Notre équipe a précédemment décrit une distribution 

similaire de LILRB2 sur les sous-populations de cellules immunitaires de ces deux espèces 

(Alaoui et al., 2018). En revanche, aucun profil d’expression de LILRB1 sur les cellules 

immunitaires de macaques n’a été rapporté, car aucun AcM disponible dans le commerce n’est 

capable de réagir de manière croisée avec ce récepteur dans cette espèce. Les AcM produits ici 

sont uniques car ils sont capables de reconnaître hLILRB1 ainsi que les deux allèles mLILRB1 

identifiés chez le macaque cynomolgus. Nos résultats ont révélé un profil de liaison des 

anticorps B1.2.1 et B1.2.2 identique entre les cellules myéloïdes de l’Homme et du macaque 

cynomolgus, avec une expression élevée des récepteurs LILRB1 et LILRB2 sur les monocytes 

classiques, intermédiaires et non classiques, et une expression plus faible sur les sous-

populations de cellules dendritiques cDC2 et pDC. 

Bien que les AcM B1.2.1 et B1.2.2 aient été produits en utilisant une protéine LILR de macaque, 

nous avons observé un niveau de liaison plus important des anticorps, visible par une intensité 

de fluorescence plus élevée, sur les cellules humaines. Ceci pourrait refléter une expression plus 

importante des molécules LILRB1 et LILRB2 à la surface des cellules immunitaires chez 

l’Homme par rapport au macaque. Les anticorps B1.2.1 et B1.2.2 ont également présenté des 

niveaux de marquage différents sur les cellules immunitaires des deux espèces. En effet, pour 

les cellules myéloïdes humaines, l’intensité de fluorescence avec l’anticorps B1.2.1 est plus 
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élevée qu’avec B1.2.2. Inversement, pour les cellules myéloïdes macaques, l’intensité de 

fluorescence avec l’anticorps B1.2.1 est inférieure à B1.2.2. Ces différences pourraient résulter 

de la reconnaissance plus large de LILRB1 et LILRB2 par B1.2.1 chez l’Homme et par B1.2.2 

chez le macaque. Enfin, il serait intéressant de déterminer si les AcM B1.2.1 et B1.2.2 peuvent 

réagir de manière croisée avec d’autres espèces de primates non humains, notamment le singe 

rhésus (Macaca mulatta), le singe vert d’Afrique (Chlorocebus aethiops) et le babouin olive 

(Papio Anubis). De telles réactivités croisées pourraient ouvrir la voie à l’utilisation de ces 

anticorps pour évaluer la distribution des LILRs ou les conséquences du blocage de LILRB1 

et/ou de LILRB2 sur les réponses immunitaires dans ces modèles précliniques de pathologies 

humaines. 

La réactivité croisée, la distribution cellulaire et la capacité bloquante de ces AcM anti-LILRB1 

et/ou -LILRB2, similaires chez l’Homme et le macaques cynomolgus, offrent un large éventail 

de possibilités d’études précliniques dans des modèles macaques de pathologies humaines. 

Avant toutes études in vivo, il est nécessaire d’étudier in vitro la propriété fonctionnelle des 

AcM anti-LILRB1 et anti-LILRB2 sur les réponses immunitaires humaines et macaques. À 

cette fin, il sera intéressant d’évaluer si le blocage de LILRB1 et LILRB2 avec nos AcM, est 

capable d’améliorer dans les deux espèces la maturation, la production de cytokines et la 

capacité de présentation d’antigène des cDCs. Par la suite, nous pourrons évaluer si cette 

stratégie peut augmenter la génération et la prolifération de cellules T CD8+ effecteurs par des 

cDCs autologues de patients ou de macaques en infection aiguë de VIH/SIV. Étant donné que 

l’anticorps B1.2.2 est capable de bloquer à la fois LILRB1 et LILRB2 chez le macaque mais 

pas chez l’Homme, l’utilisation d’un anticorps bispécifique ou d’une association de fragments 

de liaison à l’antigène (Fab) ou de fragments variables à chaîne unique (scFv) à partir de B1.2.1 

et B1.2.2, pourra contourner ce manque de blocage croisé chez l’humain. Il sera néanmoins 

nécessaire de vérifier si ces Fab et ces scFv conservent une capacité bloquante comparable à 

celle des AcM.  

Une fois que la fonction in vitro des AcM est bien caractérisée, la première étape essentielle 

pour les études précliniques est d’évaluer l’innocuité des AcM bloquants dans une étude de 

pharmacocinétique (PK)/pharmacodynamique (PD). Afin d’éviter le développement 

d’anticorps anti-anticorps traitement, une version chimérique d’immunoglobuline macaque G1 

(IgG1, κ) de nos anticorps sera générée par biologie moléculaire. La mutation LALA 

(L234A/L235A) sera intégrée dans la partie Fc des anticorps chimériques afin d’inhiber leur 
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attachement aux récepteurs Fc et diminuer leur liaison au complément (Bruhns & Jönsson, 

2015; Saunders, 2019; Shields et al., 2001).  

Après l’étude de PK/PD, l’anticorps chimérique B1.2.1 ou B1.2.2 sera testé dans le modèle 

macaque d’infection par le SIV. Étant donné que l’infection par le VIH et le SIV favorisent une 

augmentation transitoire et coordonnée de LILRB2 et du CMH-I sur les cDCs et les 

monocytes/macrophages en phase aiguë de l’infection (Alaoui et al., 2018), les macaques seront 

traités en primo-infection pour bloquer l’interaction exacerbée entre ces protéines au cours des 

premières réponses immunitaires. Par la suite, des stratégies thérapeutiques combinées en phase 

chronique pourraient également être envisagées. A ce titre, le bénéfice thérapeutique de la 

thérapie antirétrovirale combinée (cART) associée à un anti-PD-1, un autre bloqueur de point 

de contrôle immunitaire, au cours d’une infection chronique par le SIV a déjà été prouvé 

(Mylvaganam et al., 2018). De plus, bloquer l’engagement de LILRB1 et LILRB2 avec le 

CMH-I, permettrait à la chaine α du CD8 des lymphocytes T d’interagir avec ce dernier et ainsi 

d’augmenter les réponses T CD8 polyfonctionnelles (Banchereau et al., 2012). Par conséquent, 

le traitement des macaques infectés de façon chronique par le SIV avec les AcM anti-LILRB1 

et -LILRB2 combinés à une cART, sera également examiné comme stratégie thérapeutique 

potentielle pour renforcer l’immunité antivirale et réduire le réservoir viral. 

Ces AcM bloquants pourraient également ouvrir la voie à des études précliniques contre 

d’autres agents pathogènes qui échappent aux réponses immunitaires en détournant la fonction 

immuno-inhibitrice de LILRB1 ou LILRB2, tel que le CMV (N. L. Li et al., 2013; Prod’homme 

et al., 2007), le DENV (Chan et al., 2014; Nimmerjahn & Lux, 2014; Ong et al., 2017), ou P. 

falciparum (Kalmbach et al., 2006; Saito et al., 2017), et pouvant être étudiés dans des modèles 

macaques de pathologies humaines (Estes et al., 2018). 

Une immunothérapie à l’aide de nos anticorps bloquants pourrait également être appliquée pour 

d’autres pathologies tel que le cancer. A noter que les recherches et études précliniques en 

cancérologie sont pour le moment majoritairement restreintes à l’in vitro et aux modèles murins 

par manque de modèles macaques de cancers fiables et reproductibles (Cekanova & Rathore, 

2014; Ishigaki et al., 2018; Kaspareit et al., 2007). Des études ont d’ores et déjà démontré le 

bénéfice d’une immunothérapie antitumorale à l’aide d’anticorps bloquant LILRB1 dans le 

cadre de la leucémie lymphoblastique et myéloblastique aigüe (Godal et al., 2010), de la 

leucémie lymphoïde chronique (Villa-Álvarez et al., 2017, 2018), et du cancer du sein triple 

négatif (Roberti et al., 2015). D’autres études indiquent que le blocage de LILRB1 par des AcM 

permet de rétablir l’activité antitumorale de cellules immunitaires envers des lignées de cellules 
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cancéreuses, seul (Barkal et al., 2018; Lesport et al., 2011), ou en combinaison avec un anti-

PD-1 (A. Kim et al., 2019). Pour LILRB2, une étude récente a démontré que son blocage à 

l’aide d’AcM est capable de reprogrammer les macrophages associés aux tumeurs vers un profil 

M1 pro-inflammatoire (H.-M. Chen et al., 2018). Ces macrophages reprogrammés sont 

capables d’améliorer l’immunité antitumorale et d’augmenter l’efficacité thérapeutique du 

traitement antitumoral anti-PD-L1 (H.-M. Chen et al., 2018). Dans l’ensemble, ces études 

suggèrent que le blocage de LILRB1 et/ou de LILRB2 représente une stratégie novatrice pour 

restaurer ou améliorer la fonction des cellules immunitaires contre certains cancers, seul ou en 

association avec d’autres immunothérapies antitumorales. 

Lors des différentes étapes de criblage des AcM produits, nous avons identifié un AcM nommé 

B1.2.4 capable de reconnaitre spécifiquement l’allèle mLILRB1.2 et de bloquer son interaction 

avec le CMH-I (Annexe 2A-B). Cet anticorps n’a en revanche montré aucune réactivité croisée 

pour LILRB1 et LILRB2 humain (Annexe 2C). L’AcM B1.2.4 pourrait être utilisé comme 

outils pour caractériser la présence et la fréquence de l’allèle mLILRB1.2 au sein des 

populations de macaques cynomolgus et sa distribution sur leurs cellules immunitaires. L’AcM 

B1.2.4 pourrait également servir d’outil de diagnostic pour suivre spécifiquement la modulation 

d’expression de mLILRB1.2 sur les cellules immunitaires dans des modèles macaques de 

maladies humaines. Enfin, à l’instar des AcM bloquant B1.2.1 et B1.2.2, la capacité bloquante 

de l’AcM B1.2.4 pourra être exploitée pour déterminer les conséquences du blocage de 

mLILRB1.2 sur la physiopathologie d’infections dans lesquelles une modulation d’expression 

de LILRB1 et/ou de LILRB2 a été observée et associée à leur pathogenèse.  
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Annexe 2: L’anticorps monoclonal B1.2.4 reconnaît et bloque spécifiquement l’allèle 2 de LILRB1 

du macaque cynomolgus. (A) Analyse par cytométrie de flux de la spécificité de l’anticorps B1.2.4 

pour mLILRB1.2. La liaison de l’anticorps a été criblée sur chaque récepteur mLILR exprimé de 

manière stable par des cellules HEK293T. (B) Analyse par cytométrie de flux de la capacité bloquante 

de l’anticorps B1.2.4. L’anticorps monoclonal B1.2.4 a été pré-incubé avec la lignée mLILRB1.2 de 

cellules HEK293T, et sa capacité à bloquer l’interaction de ce récepteur avec un tétramère de CMH-I 

de macaque cynomolgus (Mafa-A1*063) présentant le peptide gag GW9 (GPRKPIKCW) du SIV a été 

étudiée. (C) Analyse par cytométrie de flux de la réactivité croisée de l’anticorps B1.2.4 pour les 

récepteurs LILRB1 et LILRB2 humains stablement exprimés, par transduction, par des cellules CHO. 

La liaison de l’anticorps monoclonal B1.2.4 aux LILRs de macaque cynomolgus et humains a été 

détectée en utilisant un anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé en Alexa Fluor 647. La liaison 

du tétramère Mafa-A1*063 SIV gag GW9 à mLILRB1.2 est directement détectée via son couplage à 

une Allophycocyanine. Les histogrammes grisés représentent les marquages avec uniquement 

l’anticorps ou avec seulement le tétramère Mafa-A1*063 SIV gag GW9. Les lignes rouges représentent 

soit l’anticorps monoclonal B1.2.4 se liant aux lignées cellulaires LILRs, soit le tétramère se liant à la 

lignée cellulaire mLILRB1.2 après leur préincubation avec l’anticorps monoclonal B1.2.4. La ligne 

noire représente quant à elle la liaison du tétramère à la lignée mLILRB1.2 après leur préincubation avec 

un anticorps monoclonal contrôle de l’isotype IgG de souris.  
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Pour finir, ces différentes étapes de criblage nous ont également permis d’identifier des AcM 

capables de lier mLILRB1.2 (Annexe 3A, haut) et d’augmenter de façon significative son 

interaction avec le CMH-I (Annexe 3A, bas). De par leur liaison, ces anticorps induiraient un 

changement de conformation du récepteur mLILRB1.2, permettant de rendre plus accessible 

les acides aminés impliqués dans sa liaison au CMH-I. L’effet allostérique induit par un 

anticorps sur une interaction protéine/protéine a déjà été décrit (Roguin & Retegui, 2003). 

Néanmoins, une étude par cristallographie permettrait de mettre évidence ce phénomène dans 

le cadre de l’interaction AcM B1.2/mLILRB1.2/Mafa-CMH-I. La forte interaction entre ces 

récepteurs LILRB inhibiteurs et leurs ligands devrait conduire à une inhibition soutenue des 

voies de signalisations activatrices dans la cellule (Van der Touw et al., 2017). Dans un contexte 

de transplantation d’organes, des études ont montré que l’immuno-modulation médiée par 

LILRB1, LILRB2 mais aussi LILRB4, permet d’induire une meilleure tolérance des greffons 

par les cellules immunitaires (C. C. Chang et al., 2002; Manavalan et al., 2003; Abderrahim 

Naji et al., 2007). Dans le cas des maladies auto-immunes, le rôle exact de LILRB1 et LILRB2 

dans la physiopathologie de ces maladies n’est toujours pas bien caractérisé. Néanmoins, un 

défaut d’expression ou de fonction de ces récepteurs a pu être associée à certaines de ces 

affections (Bergamini et al., 2014; Blas et al., 2016; Doníz-Padilla et al., 2011; A. Monsiváis-

Urenda et al., 2007; Adriana Monsiváis-Urenda et al., 2013; Salvarani et al., 2012). Enfin, une 

étude a montré que les premières heures après un choc septique sont caractérisées par une 

diminution des niveaux d’ARNm de LILRB2 suivi par leurs augmentations significatives dans 

les trois jours suivant le sepsis (Venet et al., 2017). L’intensité de cette diminution dans les 

premières heures du choc septique a été associée à un risque accru de décès. Les auteurs 

suggèrent qu’une interaction appropriée entre LILRB2 et son ligand permettrait une régulation 

adaptée et efficace du processus inflammatoire. A cet égard, nos anticorps stimulants pourraient 

avoir une application thérapeutique dont le but serait de promouvoir la tolérance du système 

immunitaire dans les greffes et freiner les réponses immunitaires exacerbées dans certaines 

maladies. A noter que ces AcM activateurs présentent une réactivité croisée pour d’autres 

membres de la famille des LILRs chez le macaque, tel que mLILRB2.1 (Annexe 3B, haut).  
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Annexe 3: Certains anticorps monoclonaux B1.2 reconnaissent l’allèle 2 de LILRB1 du macaque 

cynomolgus et améliorent sa liaison au CMH-I. (A) Analyse par cytométrie de flux de la capacité de 

différents anticorps monoclonaux B1.2 à se lier au récepteur mLILRB1.2 et à améliorer son interaction 

avec un tétramère de CMH-I de macaque. (B) Analyse par cytométrie de flux de la capacité de différents 

anticorps monoclonaux B1.2 à se lier au récepteur mLILRB2.1 et à améliorer son interaction avec un 

tétramère de CMH-I de macaque. Des cellules HEK293T transduites pour exprimer de façon stable (A) 
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le récepteur mLILRB1.2 ou (B) le récepteur mLILRB2.1 à leur surface ont été utilisées pour cribler la 

liaison des anticorps à ces récepteurs (panneaux supérieurs). Les anticorps monoclonaux B1.2 ont été 

pré-incubés avec la lignée (A) mLILRB1.2 ou (B) mLILRB2.1, et leur capacité à bloquer l’interaction 

de ces récepteurs avec un tétramère de CMH-I de macaque cynomolgus (Mafa-A1*063) présentant le 

peptide gag GW9 (GPRKPIKCW) du SIV a été étudiée (panneaux inférieurs). (C) Analyse par 

cytométrie de flux de la réactivité croisée des anticorps monoclonaux B1.2 pour les récepteurs LILRB1 

et LILRB2 humains stablement exprimés, par transduction, par des cellules CHO. La liaison des 

anticorps monoclonaux B1.2 aux LILRs de macaque cynomolgus et humains a été détectée en utilisant 

un anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé en Alexa Fluor 647. La liaison du tétramère Mafa-

A1*063 SIV gag GW9 aux récepteurs mLILRB1.2 et mLILR2.1 est directement détectée via son 

couplage à une Allophycocyanine. Les histogrammes grisés représentent les marquages avec 

uniquement l’anticorps ou avec seulement le tétramère Mafa-A1*063 SIV gag GW9. Les lignes bleues 

représentent soit les anticorps monoclonaux B1.2 se liant aux lignées cellulaires LILRs, soit le tétramère 

se liant aux lignées cellulaires mLILRs après leur pré-incubation avec les anticorps monoclonaux B1.2. 

Bien qu’aucun effet de ces AcM n’a pu être détecté pour mLILRB2.1 (Annexe 3B, bas), des 

études complémentaires impliquant les autres membres mLILRs devront être réalisées. De 

même, certains de ces AcM présentent une interaction pour LILRB2 et/ou LILRB1 humain 

(Annexe 3C). Il sera donc nécessaire de déterminer si ces AcM : 1) interagissent avec d’autres 

membres LILRs humain, 2) ont la capacité d’augmenter l’interaction des récepteurs avec leurs 

ligands, et 3) ont une influence sur la physiopathologie de certaines maladies humaines dans 

des modèles macaques d’études précliniques. 

 

En conclusion, notre étude présente une gamme d’anticorps monoclonaux ciblant la fonction 

immuno-modulatrice de LILRB1 et LILRB2 chez le macaque cynomolgus et chez l’Homme. 

La caractérisation phénotypique et fonctionnelle de ces récepteurs à l’aide de nos anticorps au 

cours de pathologies, fournira une meilleure connaissance de la biologie des LILRs dans ces 

deux espèces, ainsi qu’une meilleure compréhension des mécanismes de régulation immunitaire 

médiés par ces récepteurs in vivo. Enfin, notre étude offre de puissant outils pour une potentielle 

application thérapeutique et/ou de diagnostic dans des modèles macaques cynomolgus de 

pathologies humaines. In fine, ces études précliniques chez le macaque pourraient permettre un 

transfert rapide de cette immunothérapie à l’aide d’anti-LILRB1 et -LILRB2 vers des études 

cliniques chez l’Homme.
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Résumé : L’infection par le VIH-1 engendre une 

dérégulation des réponses immunitaires ainsi que la 

persistance de réservoirs VIH-1 latents. Une meilleure 

compréhension des évènements cellulaires et 

moléculaires impliqués dans ces mécanismes est 

nécessaire pour élaborer de nouvelles thérapies 

permettant une rémission durable du VIH-1. A cet 

égard, notre première étude confirme chez des 

patients VIH+ la présence de cellules T CD4+ CD32a+ 

initialement proposées comme spécifiques du 

réservoir latent du VIH-1. Néanmoins, nos données 

indiquent que ces cellules sont aussi retrouvées chez 

des individus séronégatifs. Ces résultats révèlent 

également l’importante diversité et la dynamique de 

ces cellules à différentes phases de l’infection. 

Dans une seconde étude, nous avons examiné les 

cellules myéloïdes, qui jouent un rôle clé dans la mise 

en place des réponses immunitaires. Nos résultats  

montrent que ces cellules subissent aussi des 

modifications d’abondances dès la phase précoce de 

l’infection au VIH-1. Cette étude met également en 

évidence une sous-population particulière de cDC2 

surreprésentée chez les patients contrôleurs du VIH. 

Enfin, nous nous sommes intéressés aux stratégies 

thérapeutiques visant à restaurer la fonction du 

système immunitaire contre le VIH-1 par le blocage 

de certains récepteurs immunomodulateurs. Dans ce 

contexte et pour notre dernière étude, nous avons 

développé deux anticorps monoclonaux (AcM) 

bloquant l’interaction in vitro des récepteurs 

inhibiteurs LILRB1 et/ou LILRB2 avec leurs ligands du 

CMH-I, à la fois chez l’Homme et le macaque. Ces 

AcM pourraient ouvrir la voie à des études 

précliniques dans le modèle SIV et ainsi révéler 

l’implication in vivo de ces récepteurs dans la 

physiopathologie de l’infection au SIV/VIH. 

 

 

Title : Study of the dynamic of immune responses and generation of monoclonal antibodies for therapeutic 

purposes in SIV/HIV pathogenesis  

Keywords : HIV/SIV, mass cytometry, CD32a, myeloid cells, LILRB1/LILRB2, monoclonal antibodies 

Abstract : HIV-1 infection induces numerous 

deregulations of immune responses and persistence 

of latent HIV-1 reservoirs. A better understanding of 

the cellular and molecular events associated to these 

mechanisms is necessary to develop a long-lasting 

remission of HIV-1. In this regard, our first study 

confirms in HIV+ patients the presence of CD32a+ 

CD4+ T cells initially proposed as specific to latent HIV 

reservoir. However, our data indicate that these cells 

are also found in seronegative individuals. Moreover, 

these results reveal the high diversity and dynamics 

of these cells at different stages of the infection.  

In our second study, we looked over myeloid cells, 

which play a key role in setting up immune 

responses. Our results show that these cells also 

undergo abundance modifications from the early  

phase of HIV-1 infection. This study highlights a 

particular cDC2 subpopulation overrepresented in 

HIV controllers patients. 

Finally, we were interested in therapeutic strategies 

aimed to restore the function of the immune system 

against HIV-1 by the blockade of immunomodulatory 

receptors. In this regard and for our latest study, we 

developed two monoclonal antibodies (mAb) able to 

block the interaction of the inhibitory-receptors 

LILRB1 and/or LILRB2 with their MHC-I ligands in 

both humans and macaques. These blocking mAb 

could pave the way for preclinical studies in macaque 

model of SIV infection and help to reveal the in vivo 

involvement of these receptors in the 

pathophysiology of SIV/HIV infection. 
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